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緒論
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 食品は、人間の生命活動を維持するために外部から摂取するもので、一般的には
有害物を含まず，栄養素を 1 種類以上含んでいる天然物あるいは人工的に加工した
もので，食用に供されるものと定義される 1) 。食品には、人体に対する作用や働き
により大きく分けて３つの機能性がある。第 1 の機能は「栄養機能」で、生命維持
に不可欠なタンパク質、脂質、糖質、ビタミン、ミネラル等の栄養素の供給源とし
ての機能、第 2 の機能は「嗜好・食感機能」で、色、味、香り、歯ごたえ、舌触り
など食べた時においしさを感じさせ食欲を増進する機能 、第 3 の機能は「健康性機
能・生体調節機能」で生体防御、体調リズムの調節、老化の制御、疾患の防止、疾
病の回復調節など生体を調節する機能である。食品がその機能を十分に発揮するた
めには、食品の安全性を確保することが絶対条件であり、「食品の安全性」はあらゆ
る食品に共通する礎（土台）となる。 
近年、食品の品質に対する消費者の関心が急速に高まっており、なかでも食品に
対する安全志向、自然志向は大きな広がりを見せている。食品の微生物危害からの
安全を求めるには、高温での加熱殺菌や高塩分濃度などの濃い味付け、食品保存料
の利用が好ましいが、上述の安全志向、自然志向や健康志向の観点で、過度の加熱
殺菌や化学的に合成された保存料・抗菌剤の添加は消費者に避けられる傾向にある。
そのような状況の中、我々が長期にわたって安全に食してきた生物由来の抗菌活性
物質（バイオプリザバティブ）を利用して、食中毒菌等の有害な微生物の増殖を阻
止しようとする「バイオプリザベーション」が新しい食品保蔵の考え方として注目
を集めるようになった 2)。このバイオプリザバティブとしての利用の可能性が最も高
いと考えられているのが乳酸菌である。乳酸菌は、糖を発酵して多量の乳酸を生産
する細菌の総称で、古来より人間の生活に深く結びついた微生物である。細菌分類
学的には、グラム陽性、カタラーゼ陰性の桿状または球状の通性嫌気性菌で、チー
ズ、ヨーグルト、漬物、発酵ソーセージなどの伝統的な発酵食品の香味や芳香に関
与しており、発酵食品と共に食べてきた長い経験があるため、多くの乳酸菌種が米
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国食品医薬品局（Food and Drug Administration, FDA）の GRAS（Generally 
Recognized As Safe）リストに収載されている 3,4)。 
 乳酸菌は Table 1‐1 に示したように種々の抗菌物質（バイオプリザバティブ）を
生産し、発酵食品の保存性を高めている。乳酸、酢酸をはじめとする有機酸類は、
食品の pH を低下させるだけでなく、非解離分子が細胞内に透過し、細胞内での代
謝による水素イオン濃度の増加に伴い、核タンパク質を変性させる 16)。ジアセチル・
アルデヒドは、発酵食品の主要な芳香成分であるが、抗菌作用を示すことが知られ
ている。Lactobacillus 属などの一部の乳酸菌が生産する過酸化水素は、乳中に存在
するラクトペルオキシダーゼとともに作用すると、強い殺菌力を有するヒポチオシ
アン酸イオンを生じ、さらに強力な抗菌活性を示す 5)。Lb. reuteri などの乳酸菌は、
グリセロールを代謝し、細菌や真菌などに広く抗菌作用を示すロイテリン（3‐ヒド
ロキシプロピオンアルデヒド）を生成する。さらに、Lb. reuteri の中には、テトラ
ミン様の構造を有するロイテリンサイクリンという抗菌物質を生産するものも存在す
る 6)。Lb.plantarum などの乳酸菌の中には、抗真菌活性を示すフェニル乳酸や 4‐
ヒドロキシフェニル乳酸を生産するものが存在する 7)。さらに、抗真菌作用のある安
息香酸、メチルヒダントイン、メバロノラクトンや、グリシンとロイシンおよびフ
ェニルアラニンとプロリンから成る環状ジペプチドを生産するものが報告されてい
る 8,9)。多くの微生物で菌体外に分泌されるバクテリオシンは、細菌の遺伝情報に基
づいてリボソーム上で生合成される分泌型抗菌ペプチドの総称で、一般にグラム陽
性菌に対して抗菌作用を示す。 
 乳酸菌や乳酸菌由来の抗菌物質を食品保存に利用する方法は大きく分けて２通り
ある。第１の方法は、乳酸菌をそのまま食品に添加し、乳酸菌の増殖と共に抗菌物
質を生産させる方法である。乳酸菌をスターターやアジャンクトスターター
（Adjunct starter）またはプロテクティブカルチャー（Protective culture）として
製造プロセス中に添加し、食品の発酵過程で乳酸菌に抗菌物質を生産させる。食品
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の風味、物性を乳酸菌の代謝産物で獲得する「発酵食品」に利用できる方法である。
第 2 の方法は、乳酸菌由来の抗菌物質を食品に添加する方法である。乳酸菌培養液
上清や抗菌物質を粗精製もしくは精製して食品に添加する。古くより食経験のある
発酵食品を模して利用する方法で、非発酵食品においても安全で効果的な微生物制
御の実現が期待できる。 
 乳酸菌や乳酸菌由来抗菌物質をバイオプリザバティブとして利用する場合は、対象と
なる食品や微生物に応じて、また効果が期待される抗菌物質の性質に応じて、最適な利
用方法を選択する必要がある。乳酸菌をそのまま食品に添加する第 1 の方法では、対象
食品中における乳酸菌の生育性と抗菌物質の生産量に加えて、食品風味への影響を考慮
する必要がある。すなわち、対象食品中で十分に増殖できる乳酸菌を選抜し、対象食品
に固有の風味品質に悪影響を及ぼさない範囲で抗菌物質の生産量をコントロールし、危
害微生物の生育を抑制する。乳酸菌由来の抗菌物質の中で、有機酸やジアセチル・アセ
トアルデヒドを過度に生産すると酸味や香気などの風味が著しく変化するので注意が必
要である。抗菌物質を食品に添加する第 2 の方法では、危害微生物の生育抑制に必要な
添加量やフレーバー、コストの面から、現実的には、食品の加工工程で抗菌活性を維持
し、風味への影響が尐なく、低濃度で効果を発揮する抗菌物質に限定される。第 2 の方
法で、バイオプリザバティブとしての利用価値が最も高いと考えられているのが、バク
テリオシンである。乳酸菌の一部が生産するバクテリオシンは、主に生産菌に近縁のグ
ラム陽性細菌に対して殺菌的に作用する。バクテリオシンの中には、食中毒菌や病原菌
に対して抗菌作用を示すものも存在し、熱安定性に優れ、無味無臭で食品フレーバーに
影響を与えないなどの優れた特徴も持ち合わせている。さらに、ヒトの体内に取り込ま
れても、胃や腸内の消化酵素により容易に分解されるため、極めて安全性の高いもので
あると考えられている。 
バクテリオシンは、1925 年に Escherichia coli の生産するコリシン（colicin）が
世界で最初に発見され、次いで、1933 年にチーズ用乳酸菌 Lactococcus lactis subsp. 
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lactis からナイシン A が発見された。それ以降、基礎研究や実用化に向けた応用研
究が活発に行われ、これまでにさまざまな菌種から多種多様なバクテリオシンが見
出されてきた。乳酸菌バクテリオシンの構造は多岐に渡り、その構造や作用機作、
遺伝的性質、分泌機構、および標的細菌の種類などから幾つかの分類がなされてい
る。Table 1‐2 に Cotter らの提案したバクテリオシン分類 10) を示した。 
クラスⅠバクテリオシンは、ランチビオティック（ lantibiotics; lanthionine- 
containing antibiotics）と呼ばれる低分子ペプチド（＜5kDa）で、その構造中には、
翻訳後修飾によってセリンとトレオニンからそれぞれ形成されるランチオニン
（lanthionine）やβ-メチルランチオニン（β-methyllanthionine）などの異常アミ
ノ酸が存在している。最も代表的なバクテリオシンであるナイシン A も異常アミノ
酸を含んでおり、クラスⅠに分類される。 
クラスⅡバクテリオシンは、異常アミノ酸を含まない低分子の疎水性ペプチドで
酸や熱に対する高い安定性を有している。クラスⅡバクテリオシンの報告例は多く、
さらに a‐d の 4 つのサブクラスに細分されている。クラスⅡa バクテリオシンは高
い抗リステリア活性があり、親水性である N 末端近傍に共通配列（YGNGV モチー
フ）を有する。別名ペディオシン（Pediocin AcH/PA-1, Pediococcus acidilactici に
より生産）様バクテリオシンとも呼ばれている。クラスⅡb は二成分性バクテリオシ
ンで、単独では弱い活性か活性を持たない 2 種類のペプチドが相乗的に作用して抗
菌活性が増強される。クラスⅡc は、タンパク質分子が N 末端と C 末端でペプチド
結合した環状構造を有するバクテリオシンで、現在まで 9 種類報告されている 11)。
環状という特異的な構造から、分子の安定性や比較的高い抗菌活性が特徴として知
られている。クラスⅡd バクテリオシンは、クラスⅡa からⅡc にあてはまらないも
のが分類される。クラスⅠやⅡに分類されるバクテリオシン以外にも、エンテロシ
ン A（34.5kDa）など分子量の大きいタンパク質性の抗菌物質が数種類報告されてい
る。これらをクラスⅢバクテリオシンとして分類するか、バクテリオライシン（バ
  - 8 - 
クテリオリシン：Bacteriolysins）と分類するかは議論が分かれている。その他にも、
糖や脂質と複合体を形成しているバクテリオシン様タンパク質およびペプチドの存
在も示唆されているが、未だに単離・精製されたものがなく、それらをバクテリオ
シンに含めない場合が多い。 
 2013 年現在、わが国における食品添加物保存料として食品に使用されているバク
テリオシンは、唯一「ナイシン A」である。ナイシン A は、1953 年に Aplin&Barrett
社（Beaminster, UK、現在の DuPont Danisco 社）により工業生産が開始され、1969
年に国連食糧農業機関（Food and Agriculture Organization of the United Nations, 
FAO）／WHO（World Health Organization, WHO）の GRAS 評価を受け、1983
年には欧州連合（Europian Union, EU）の食品添加物リストに掲載された。1988
年には、FDA にチーズスプレッドの殺菌剤として認可され、現在では世界 50 カ国
以上の国々で幅広い食品に使用されている。 
ナイシンによく対比される抗生物質は、食品とは無関係な微生物によって生産さ
れ、幅広い抗菌スペクトルを有している。摂取しても、一般には消化過程でも分解
されにくく、μM 単位で様々な作用機構で抗菌効果を示す。また、真核細胞に対し
ても多大な影響を与えるものもあり、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA） や
バンコマイシン耐性黄色ブドウ球菌（VRSA）等の耐性菌の出現は深刻な社会問題に
なっている。一方、ナイシンは nM 単位の極めて低濃度で抗菌作用を示し、真核細
胞に影響を及ぼさないという特徴を備えている。そして、胃や腸内、環境中で容易
に分解されることから、耐性菌を生じにくいと考えられている。抗菌性物質の継続
的な利用には、いつも耐性菌出現の問題が付きまとうため、実用化以来 50 年近く経
過した現在でも、産業利用において深刻な耐性菌出現の報告がないことは、ナイシ
ンの優位な性質といえる。ナイシンが抗生物質と異なり耐性菌を誘導しにくいのは、
前述の容易に分解される特徴に加え、耐性化しにくい作用機構が反映している。 
ナイシンは、細胞膜に孔を形成して標的細菌を死に至らせるが、細菌に必須の成
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分である細胞膜上のリピドⅡ（細胞壁の主成分であるペプチドグリカンの前駆体）
を標的とすることで強力に作用する。ナイシンの N 末端側が、リピドⅡのピロリン
酸部位を包むように結合し、C 末端部位を膜に挿入して孔を形成する 12)。ナイシン
が形成する孔は直径が約 2.5nm であり、細胞内のイオンや ATP、アミノ酸を細胞外
に漏出させ、プロトン駆動力を破壊することによって標的細菌を死に至らしめる 13)。
グラム陽性菌の細胞表層には多くのリピドⅡが存在するため、ナイシンはグラム陽
性菌に対して強い抗菌活性を示すが、真核生物である酵母にはペプチドグリカンが
なく、リピドⅡも存在しないため、ナイシンは作用しない。また、グラム陰性菌で
はペプチドグリカン層の外側に外膜が存在しており、外膜が障壁となりナイシンは
標的のリピドⅡに到達できず、作用することができない。実際に、EDTA やクエン
酸などによって外膜の安定化に寄与している金属イオンをキレートすることで、ナ
イシンは外膜を通過し、グラム陰性菌にも抗菌活性を示すことが知られている。ま
た、グラム陽性菌が持つ普遍的なリピドⅡを標的とすることが、深刻な耐性菌が生
じない理由とされている。 
ペプチドであるナイシンは、腸管内のタンパク質分解酵素で容易に分解され、環
境中に放出されたとしても速やかに分解される。一般の抗生物質は構造が安定で分
解されないために、標的細菌が暴露される時間が長く、その間に耐性を獲得する機
会が発生するが、ナイシンに対してはその機会が限られるため、耐性化することが
尐ないと考えられている。 
以上のように、バイオプリザバティブとして優れた特徴をもつナイシンは、これ
までさまざまな食品の保存剤として利用が試みられ、チーズ、乳製品、缶詰、液卵
などに使用されている（Table 1‐3）。ナイシン等の抗菌剤を食品に添加する最大の
目的は、病原微生物による健康被害の発生を防止することであり、バクテリオシン
の応用研究は、対象食品に関係する食中毒菌を指標に、バクテリオシンの殺菌効果
や生育抑制効果を検証することが中心であった。一方、食品産業における微生物危
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害は、ヒトの健康危害には影響しないが、食品の品質を务化させる腐敗菌によって
も発生し、食品企業への経済的な損失も非常に大きい。食品産業で、ナイシン等バ
クテリオシンの特徴を最大限に活用するには、食中毒菌だけではく、食品の原材料
に混入する微生物、または製造環境中で汚染する微生物を対象に加え、微生物学的
賞味期限の延長や加熱殺菌条件緩和による風味品質の向上など、食品の品質設計に
おける利点を科学的に検証していく必要がある。 
そこで本研究では、日本で食品添加物に指定されたナイシン A を中心に、乳およ
び乳製品の品質、安全に深く係わる微生物に対するバクテリオシンの制御効果を検
証し、食品産業への新たな利用可能性について考察することとした。 
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TABLE 1-1. Typical antimicrobial substance produced by lactic acid bacteria 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Antimicrobial substance
Primary producing
lactic acid bacteria
Antibacterial spectrum
Low molecular
Lactic acid All lactic acid bacteria Overall bacterium
Acetic acid Heterotype lactic acid bacteria Overall microorganism
Ethanol Heterotype lactic acid bacteria Overall microorganism
Diacetyl Many lactic acid bacteria Overall bacterium
Acetaldehyde Many lactic acid bacteria Overall microorganism
Hydrogen peroxide Lactobacillus Overall bacterium
Reuterin
　（3-Hydroxypropionaldehyde）
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus coryniformis
Overall microorganism
Reutericyclin Lactobacillus reuteri Gram positive bacteria
Phenyllactic acid, 4-Hydroxyphenyllactic acid Lactobacillus plantarum Eumycetes
Cyclic dipeptide Lactobacillus plantarum Eumycetes
High molecular
Bacteriocin （<10 kDa） Many lactic acid bacteria Gram positive bacteria
Antimicrobial protein （Class Ⅲ bacteriocin） Partial lactic acid bacteria Gram positive bacteria
Zendo et al . (2009)
15)
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TABLE 1-2. Classification of bacteriocins produced by lactic acid bacteria 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cotter et al. （2005）10） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Classification
（subgroups）
 Primary characteristic Examples
ClassⅠ Lanthionine-containing bacteriocins/lantibiotics Nisin A, Z, Q
Lacticin 481, Lacticin 3147
ClassⅡ Unmodified, heat stable
Heterogeneous class of small peptides (<10kDa)
（Ⅱa） Pediocin-like bacteriocins Pediocin PA-1、Leucocin A
（Ⅱb） Two-peptide bacteriocins Lacticin F,  Lactococcin Q、ABP-118
（Ⅱc） Cyclic peptides Gassericin A、Enterocin AS-48
（Ⅱd） Non-pediocin one-peptide linear bacteriocins Lactococcin A、Divergicin A
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 TABLE 1-3. Example of the use of nisin A in countries all around the world 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cleveland et al.（2001）14)   
 
 
 
 
 
 
 
 Country Target Foods
Argentina Process cheese 500
Australia Natural cheese, Process cheese Unrestraint
Canned tomato
Belgium Cheese 100
Cyprus Cheese, canned vegetable Unrestraint
France Process cheese Unrestraint
Italy Cheese 500
Mexico None specified 500
Netherlands Natural cheese, Process cheese 800
Peru None specified Unrestraint
Russia Process cheese、Canned vegetable 8,000
UK Cheese, Canned food Unrestraint
USA Process cheese 10,000
Maximum Limits
（IU/g)*
* International Unit (IU)  defined  as 0.001 mg of a reference preparation
   containing 25 ng of nisin.
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第２章 
 
 
 
乳製品におけるナイシン A 添加による微生物制御 
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第１節 緒言 
 
 食品は、タンパク質、脂肪、炭水化物のいずれかの成分を含有するため、食品成
分の酵素反応、酸化反応（光务化）や共存物質間の化学反応、そして食品に汚染し
た微生物の増殖などの要因により、流通、保存中に食品の品質が低下する。一般的
には、微生物による変質が最も起こり易く、安全な食品を製造加工して消費者に届
けるためには、健康危害や品質务化に影響する微生物の増殖を制御する必要がある。 
 食品を汚染する微生物の増殖あるいは死滅などの挙動に与える要因には、食品自
体の要因（内部環境要因）と食品を取り巻く外部環境要因がある。内部環境要因に
は、水分と水分活性（Aw）、水素イオン濃度（pH）、酸素濃度（酸化還元電位）、浸
透圧、栄養分や抗菌性成分などの食品成分、微生物の相互作用などがあり、外部環
境要因には、温度、相対湿度、環境の気相（ガス）、紫外線、放射線などがある 17)。
食品の製造・加工や貯蔵、流通工程において、これらの要因を製品の品質特性に応
じてバランス良く組み合わせ、汚染した微生物の生残や発育を効果的に制御し、食
品の安全性と機能性（栄養機能、嗜好・食感機能、健康性機能）を確保するのが食
品製造の基本的な考え方である。 
食品微生物の管理上、最も重要な制御要因の一つは「温度」である。食品の特性
をあまり変化させずに微生物の増殖を抑制する低温保存、微生物を死滅させる加熱
殺菌などにより、微生物による危害の発生を防止し、保存期間の延長を可能にして
いる。しかし、全ての食品素材に対して標的の微生物を殺滅するだけの加熱処理を
適用できるとは限らない。また、汚染微生物の発育抑制を主目的に食品製品の流通、
販売、保存温度（常温、冷蔵、冷凍）を選定できるとは限らない。その場合の有効
な手段となるのが「食品保存料」の使用である。しかしながら、近年の消費者の食
品安全に対する意識の高揚や食品の自然志向、健康志向の高まりに伴い、人工的に
化学合成された食品保存料は敬遠される傾向にある。このような背景から、生物由
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来の安全な抗菌作用を有する天然抗菌物質を活用して、危害食品微生物を制御しよ
うとするバイオプリザーベーション技術の開発に期待が寄せられている。バイオプ
リザーベーションに用いる保存料はバイオプリザバティブと呼ばれ、食経験が十分
にあることや有害作用がないことが確認されている必要があり、その有力な候補が
乳酸菌バクテリオシンの１種類である「ナイシン」である。 
 ナイシンは乳酸球菌 Lactococcus lactis の一部の菌株によって生産されるランチ
ビオティックス系のバクテリオシンで、乳酸菌バクテリオシンの中でも最も代表的
なものである。1928 年に英国でナイシン A が発見されてから今日に至るまで、その
生合成機構や応用に関する研究が世界中で精力的に進められてきた。ナイシンは、
異常アミノ酸を含む 34 のアミノ酸残基からなる抗菌ペプチドで、ナイシン A の他に
アミノ酸残基が一部異なる２つの類縁体（ナイシン Z18,19)およびナイシン Q20)）が報
告されている。ナイシン A は 1969 年に WHO（World Health Organization）、FAO
（Food and Agriculture Organization）により、乳酸菌バクテリオシンの中で唯一、
安全で合法的な生物学的食品添加物であると認められ、以来、数十年にわたり世界
50 ヵ国以上で食品保存料として使用されている。海外では、乳および乳製品、肉製
品、ドレッシングソース、水産加工品、液卵、スープ、クランペット、缶詰食品、
ワイン／ビール、低温殺菌果汁などに使用されている 21)（Table 2‐1）。日本国内で
は、2009 年 3 月 2 日付の官報の食品衛生法施行規則の一部を改正する省令（厚生労
働省令第22号）において、ナイシンAは食品衛生法施行規則 別表第１に追加され、
新規食品添加物として指定された。対象食品は、「チーズ」、「プロセスチーズ」、「卵
加工品」、「食肉製品」、「ホイップクリーム類」、「洋菓子」、「穀類およびでん粉を主
原料とする洋生菓子」、「ソース類」、「マヨネーズ」、「ドレッシング」、「味噌」とさ
れ、それぞれに使用基準が設けられている 22)（Table 2‐2）。 
 商業用のナイシン A 製剤は、1953 年に英国の Aplin&Barrett 社（現ダニスコ社）
により製造が開始され、製品名「Nisaplin®」として販売されている。本製品は、JECFA
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（FAO/WHO 合同食品添加物専門家会議）、EFSA（欧州食品安全機関）、FCC（食
品用化学物質の規格基準書）の規格 23) （Table 2‐3）に沿うように、精製ナイシン
に塩（塩化ナトリウム）を加えて特定の力価に調整されている 21)。ナイシン A 製剤
は、水溶性の白色粉末で、広範囲な pH レベル（pH3.5～8）の食品に使用できる。
さらにナイシン A そのものは無味無臭で、nM 単位の低濃度で標的微生物に対して
抗菌作用を示すことから、今後も幅広い食品群への応用が期待される。 
牛乳・乳製品は微生物制御の難しい食品の１つとして挙げられる。牛乳・乳製品
には微生物の生育に必要な栄養素が豊富にバランスよく含まれるため、原材料汚染
や製造・加工工程の基準値の逸脱、貯蔵、流通、保存温度の管理不備が生じると、
微生物による製品の腐敗・変敗が起こり、最悪の場合には食中毒に発展する危険性
がある。 
本章では、乳製品を利用した製品で、ナイシン A 添加対象食品の「洋菓子」に相
当するチルドプリンに焦点を当て、プリン製造をベースにナイシン A の製造適性、
食品成分と抗菌効果の関係、ナイシン A 添加による賞味期限延長効果、殺菌条件緩
和による風味品質の向上について、実用的な視点で実験検証し、考察することとし
た。 
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TABLE 2-1. Typical foods with the addition of nisin A and additive amount in foreign 
countries 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sakurai（2008）21) 
 
 
Additive amount
(mg/kg or mg/L)
Processed cheese
Cheese spread
2.5-15 Bacillus spp.
Clostridium  spp.
Mik, Natural cheese
Dariy product
0.25-1.3 Bacillus spp.
Fresh cheese (Ricotta cheese etc) 2.5-5.0 Listeria monocytogenes
Bacillus  spp.
Liquid egg 1.25-5.0 Bacillus spp.
Dairy dessert 1.8-5.0 Bacillus spp.
Clostridium  spp.
Sauces, Dressing 1.25-5.0 Lactic acid bacteria
Bacillus  spp.
Clostridium  spp.
Crumpet 3.7-6.3 Bacillus cereus
Pasteurized soup 2.5-6.3 Bacillus spp.
Pasteurized juice 0.75-1.5 Alicyclobacillus acidoterrestris
Canned products 2.5-5.0 Geobacillus stearothermophilus
Clostridium thermosaccharolyticum
Clostridium botulinum
Meat products (Sausage etc) 5.0-10 Lactic acid bacteria
Bacillus  spp.
Clostridium  spp.
Smoked salmon
Lobster filled in cold pack
0.62-31 Listeria monocytogenes
Fermented drink (Beer, Wine) 0.25-2.5 Lactic acid bacteria
Beer yeast 25-37 Lactic acid bacteria
Foods Target microorganisms
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TABLE 2-2. Standard for using nisin under the food hygiene law in Japan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Standards for Use of Food Additives, Ministry of Health, Labour and Welfare 
 notification No. 370 
22)
 
 
 
Cheese (except processed cheese） 12.5 500
Processed cheese 6.3 250
Processed eggs products 5.0 200
Meat products 12.5 500
Whipped creams 12.5 500
Fine bakery products 6.3 250
Sweet cakes made mainly of cereal
grains or starch 
1)
3.0 120
Sauces, Mayonnaise, Dressing 
2) 10.0 400
Miso (fermented soybean paste) 5.0 200
Target Foods
Maximum Limits （mg/kg）
2) Sauces refer to all kinds of sauces including Oriental thick Worcester sauce,
    cheese souce, and ketchup, but excluding fruit sauce and its analogues used for cakes.
1) They refer to rice pudding and tapioca pudding, and their analogues, but excluding
    Oriental sweet dumplings.
As polypeptide
containing Nisin A
Nisin
product
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第２節 材料および方法 
 
2‐2‐1. 試薬 
 本実験において、とくに断りのない限り、和光純薬工業株式会社（大阪）の特級
試薬または一級試薬を用いた。 
 
2‐2‐2. 器具、培地および試薬類の滅菌 
 本実験において使用する器具、培地および試薬類の滅菌処理は、とくに断りのな
い限り、121℃、15 分によるオートクレーブ滅菌で行った。 
 
2‐2‐3. 使用菌株、培地および培養条件 
 ミルクプリン（2‐2‐7 参照）の接種試験で使用する Bacillus 属および
Paenibacillus 属細菌は、株式会社明治 研究本部 品質科学研究所の微生物バンク
の中から Bacillus thuringiensis B-1695（ミルクプリン由来）、Bacillus cereus B-344
（牛乳由来）、Paenibacillus jamilae S-34（生乳由来）を選抜して使用した。上記 3
株は細菌同定検査キット API 50 CHB（シスメックスビオメリュー、東京）による
生理、生化学的性状に加え、16S rRNA 遺伝子の塩基配列解析により菌種を同定し
た。 
 ナイシン A の抗菌活性の指標菌に用いる Lactobacillus delbrueckii subsp. 
bulgaricus JCM 1002Tは理化学研究所微生物系統保存施設（JCM、つくば）より購
入した。L. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T は、MRS 培地（Becton, 
Dickinson and Company、Franklin Lakes、New Jersey、USA）にて 37℃、18 時
間の継代培養〔2% (v/v) 接種〕を 3 回行った後に各試験に供した。 
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2‐2‐4 芽胞形成培地の調製 
 Table 2‐4 に Schaeffer’s sporulation medium agar の組成を示した 35)。Nutrient 
broth(BD Difco, Detroit) 8.0g、10% (w/v)KCl 溶液 10ml、1.2% (w/v)MgSO4･7H2O 
溶液 10ml、1M NaOH 0.5ml および寒天 15g を秤量し、蒸留水 950ml に溶解した
後、pH を 7.0 に調整して全量を 1,000ml にメスアップした。続いて、オートクレー
ブ滅菌を行い、約 50℃に冷却した後、0.22μm メンブランを用いて限外ろ過滅菌し
た 1M Ca(NO3)2 1ml、0.01M MnCl2 1ml、1mM FeSO4 1ml を加えて、角型シャー
レ（100×100×15mm、栄研化学、東京）に注加した。培地が固化したのを確認後、
1 時間の表面乾燥を行った。 
 
2‐2‐5. 芽胞の調製 
 使用菌株の1白金耳量をTripticase Soy Broth （Becton, Dickinson and Company、
Franklin Lakes、New Jersey、USA）に植菌し、30℃で 16 時間培養した後、菌液
0.3ml を Schaeffer’s sporulation medium agar にコンラージ棒を用いて塗布し、
30℃で培養した。培養期間中、経時的に菌を採取して、Moeller 法 36)に従い、メチ
レンブルー（クリスタルバイオレッド）で芽胞染色し、位相差顕微鏡で観察して芽
胞形成率を調べた。芽胞形成率 90%以上を指標に培養を終了させ、以降の集菌、精
製操作に移った。 
滅菌水を培地の表面を覆うように流し込み、滅菌綿棒で菌をかき取って集菌した。
次に集菌した菌液（懸濁液）を遠心分離（3,000 rpm 15 分 4℃）して上清を捨て、
滅菌水に再懸濁して 80℃10 分間熱処理を行った。熱処理後、氷冷中で冷却し、ガラ
ス玉入り保存容器に移した（芽胞液）。最後に、芽胞液中の芽胞数を、標準寒天培地
を用いた平板培養法（30℃24 時間培養）で計測した。 
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2‐2‐6. バクテリオシン活性測定  
 バクテリオシン活性は Tagg と McGiven の方法を改良した Toba らの方法 24)に従
った寒天拡散法にて行った。 
 指標菌 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus JCM1002Tの 24 時間培養液
を 10倍希釈し、うち 250μlを 55℃で加熱加温したMRS軟寒天培地〔0.75%(w/v) 寒
天〕10ml に加え、MRS 寒天培地〔1.5%(w/v)寒天〕に重層した。全体が固化したの
を確認し、硼珪酸ガラス製パスツール（上部外径：φ6.5mm）で試料注入ウェルを
作製した。滅菌リン酸緩衝生理食塩水（サンセイ医療器材㈱、東京）で 1/2n 段階に
希釈した試料溶液（50μl）をウェルに注入し、37℃で 18 時間培養した。バクテリ
オシン活性値は、生育阻止円の認められた最も高い希釈度（活性のある最終希釈度）
の逆数と定義し、その単位を Arbitrary Unit（AU）で表した。 
  
2‐2‐7. ミルクプリンの調製 
 Table 2‐5 にミルクプリンの配合表を示した。ミルクプリンとは、牛乳、鶏卵、
砂糖などを原料とする洋生菓子の一種である。本章では、市販のミルクプリンを想
定し、乳製品、砂糖を主原料に寒天、ゼラチンで凝固させたプリンを調製した。100L
調合タンクに原料水を投入し、攪拌しながら、脱脂粉乳、乳糖、砂糖、寒天、ゼラ
チン、でん粉、デキストリン、パーム硬化油モノグリセリド（乳化剤）、および重曹
（炭酸水素ナトリウム）を加えて水に分散、溶解させた。調合液を 40℃まで昇温後、
生クリーム、植物油脂を添加し、さらに昇温して 70℃に達温した後、10 分間保持し
て水分補正を行った。ナイシン A 添加ミルクプリンを調合する場合は、この段階で
Nisaplin®（Danisco A/S, Grindsted, Denmark）を所定量添加した。 
次に調合液を、ホモミキサー（T.K HOMC MIXER MARKⅡ、プライミクス㈱、
大阪）を用いて 7,000rpm で 3 分間攪拌し、予備乳化を行った。最後に、2 段式ホモ
ゲナイザー（三和機械㈱、沼津）にて 15MPa（第 1 段:10MPa、第 2 段：5MPa）
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の条件下で均質化処理を行い、パイロットスケールのプレート式熱交換器 50LPH
（SPX APV A/S, Kolding, Denmark）で 130℃2 秒間の加熱殺菌を行った。殺菌後、
氷水で 50℃以下に冷却し、200ml 容滅菌ポリボトルに 100ml ずつ分注して冷蔵庫で
1 晩保存した。調製したミルクプリンは容器の蓋を締めて 10 回以上振盪し、カード
を破砕して接種試験に用いた。 
 
2‐2‐8. 微生物接種試験 
2‐2‐5.で調製した B. thuringiensis B-1695 芽胞液、B. cereus B-344 芽胞液お
よび Paenibacillus jamilae S-34（芽胞液を滅菌リン酸緩衝生理食塩水で 10 倍段階
希釈し、芽胞数 104cfu/ml に調整した（104芽胞液）。次にミルクプリン 100ml に 104
芽胞液を 0.1ml 接種し、容器の蓋を締めて十分に混合後、15℃、20℃および 30℃に
設定したインキュベーターで最大 29 日間培養した。 
 
2‐2‐9. 菌数計測 
 所定時間経過後のミルクプリンを滅菌試験管に 1g 採取し、滅菌リン酸緩衝生理食
塩水 9ml で 10 倍希釈した（試料原液）。試料原液を滅菌リン酸緩衝生理食塩水で 10
倍段階希釈し、標準寒天培地（栄研化学、東京）に 1ml 混釈または Eddy Jet Spiral 
Plater (Iul S/A, Barcelona, Spain)により塗抹して、30℃で 24 時間培養した。培養
後、1 平板に 30~300 個のコロニーが検出された希釈段階のコロニー数を計測して、
ミルクプリン 1g あたりの生残菌数を算出した。 
 
2‐2‐10. 官能評価 
 試作ミルクプリンの風味・食感の評価を、㈱明治 研究本部の社員で基本五味の感
度の高い専門パネル 15 名で実施した。試験試料に、100℃、110℃、120℃および
130℃で 2 秒間殺菌した脂肪分 5.0%のミルクプリンの 10℃保存 2 日目のサンプルを
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用い、7 つの属性評価用語をパネルに提示し、1 点～5 点の 5 段階で、各々の絶対評
価を行い、分散分析による有意差検定を行った。属性評価用語は、「ミルク風味」、「甘
み」、「濃厚感」、「卵のようなにおい（硫黄臭）」、「口あたりの良さ」、「後味のよさ」
「スッキリ感」とした。最後に総合評価の評価項目を設けた。 
 
2‐2‐11. 香気成分分析 
試作ミルクプリンの風味特徴を明らかにするために、GC/MS による香気成分分析
を実施した。加熱殺菌後 10℃で 1 晩保存した脂肪分 5.0%のナイシン A（240 IU）
添加ミルクプリンを試料に用いた。試料を飽和食塩水で 2 倍希釈し、希釈試料 10g
を 20ml 容バイアル瓶に採取し、内部標準物資 MIBK（メチルイソブチルケトン）
200ng を加えて密封し、60℃で 40 分加温した。ヘッドスペースに揮発した成分を固
相マイクロファイバ［50/30μm DVB/CAR/PDMS, Stableflex(2cm), シグマ アルド
リッチ社、米国］に抽出し、GC/MS システム（アジレントテクノロジー社、米国、
6890N/5975 MSD）に供した。GC のカラムは DB-WAX, 30m×0.25mm i.d., 膜厚
0.25μm（アジレントテクノロジー社、米国）を用い、注入口温度 250℃でスプリッ
トレス法により試料を導入した。カラム昇温条件は40℃5分間保持後、15℃/分上昇、
250℃10 分間保持とした。キャリアガスとして He を用い、カラム流量は 1ml/分と
した。 
 MS の測定モードは SIM/scan で行った。硫黄化合物［ジメチルスルフィド
（DMS）、ジメチルジスルフィド（DMDS）］、フラン類（フルフラール、2-フラン
メタノール）、ラクトン類（δ-デカラクトン）は SIM モードで、その他の香気成分
は scan モードで検出した。 
得られた香気成分のピーク面積値から、100℃2 秒殺菌のミルクプリンの面積値を
1.0 としたときの面積比を算出した。 
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  TABLE 2-4. Medium composition of Schaeffer's Sporulation Medium Agar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) Base medium
Bacto nutrient broth (Difco) 8.0g
10% (w/v) KCl 10ml
1.2% (w/v)MgSO4･7H2O 10ml
1M NaOH 0.5ml
Agar 15g
pH7.0 1,000ml
(b) Additive
1M Ca(NO3)2 1ml
0.01M MnCl2 1ml
1mM FeSO4 1ml
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TABLE 2-5. Composition of milk-based pudding  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*SNF：Solid not fat、**TS：Total Solids 
 
(a) Fat 5.0% (%)
Fat SNF* TS** Fat SNF TS
Skim milk 8.3 1.000 95.500 96.500 0.083 7.927 8.010
Fresh cream 3.3 47.000 4.700 51.700 1.551 0.155 1.706
Lactose 0.3 100.000 100.000 0.000 0.300 0.300
Sugar 6.2 100.000 100.000 0.000 6.200 6.200
Vegetable oil 3.4 100.000 0.000 100.000 3.400 0.000 3.400
Agar 0.2 100.000 100.000 0.000 0.220 0.220
Gelatin 0.2 100.000 100.000 0.000 0.200 0.200
Starch 0.5 100.000 100.000 0.000 0.500 0.500
Dextrin 1.3 100.000 100.000 0.000 1.300 1.300
0.2 100.000 100.000 0.000 0.150 0.150
Sodium bicarbonate 0.1 100.000 100.000 0.000 0.080 0.080
Deionized water 76.1
Total 100.0 5.0 17.0 22.1
(b) Fat 7.5% (%)
Fat SNF TS Fat SNF TS
Skim milk 8.3 1.000 95.500 96.500 0.083 7.927 8.010
Fresh cream 5.2 47.000 4.700 51.700 2.444 0.244 2.688
Lactose 0.3 100.000 100.000 0.000 0.300 0.300
Sugar 6.2 100.000 100.000 0.000 6.200 6.200
Vegetable oil 5.0 100.000 0.000 100.000 5.000 0.000 5.000
Agar 0.2 100.000 100.000 0.000 0.220 0.220
Gelatin 0.2 100.000 100.000 0.000 0.200 0.200
Starch 0.5 100.000 100.000 0.000 0.500 0.500
Dextrin 1.3 100.000 100.000 0.000 1.300 1.300
0.2 100.000 100.000 0.000 0.150 0.150
Sodium bicarbonate 0.1 100.000 100.000 0.000 0.080 0.080
Deionized water 72.6
Total 100.0 7.5 17.1 24.6
Palm hydrogenated oil
monoglyceride
Ingredients 
Compounding
 ratio
Compounding
 ratio
Ingredients 
Palm hydrogenated oil
monoglyceride
Ingredient base Composition base
Ingredient base Composition base
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第３節 結果 
 
2‐3‐1. 調製芽胞液の菌数計測 
 Schaeffer’s sporulation medium agar を用いて調製した供試菌芽胞液の芽胞数を
計測した。B. thuringiensis B-1695、B. cereus B-344 および Paenibacillus jamilae 
S-34 の芽胞数は、それぞれ 1.7×107cfu/ml、1.4×108cfu/ml および 1.8×108cfu/ml
であった。 
 
2‐3‐2. ミルクプリン保存中のナイシン A の抗菌活性の推移 
 脂肪分 5.0%のミルクプリンに Nisaplin®を精製ナイシン A に換算して 1ppm（40 
IU）、2ppm（80 IU）、3ppm（120 IU）、 6ppm（240 IU）添加し、加熱殺菌前、
加熱殺菌後および 15℃保存中の抗菌活性を L. delbrueckii subsp. bulgaricus 
JCM1002Tを指標とする寒天拡散法により測定した。 
 Table 2‐6 に保存中の抗菌活性値の推移を示した。調合後（殺菌前）の抗菌活性
値は、ナイシン A 40 IU および 80 IU のミルクプリンで 5,120AU/ml、120 IU で
10,240 AU/ml、240 IU/ml で 20,480 AU/ml であった。活性値は 130℃2 秒間の加熱
殺菌工程を経ても低下せず、保存 9 日まで持続した。しかしながら、40 IU で 11 日
目、80 IU で 17 日目、120 IU および 240 IU では 21 日目から活性が低下し、27 日
目には、殺菌直後の活性値の 25%～50%に減尐した（40 IU：1,280AU/ml，80 IU：
2,560AU/ml，120 IU：5,120AU/ml，240 IU：10,240AU/ml）。 
 
2‐3‐3. ミルクプリン保存中の B. thuringiensis B-1695 の挙動 
 脂肪分 5.0%および 7.5%のミルクプリンに接種した B. thuringiensis B-1695 の
15℃、20℃および 30℃保存中における消長曲線をそれぞれ Figure 2‐1、Figure 2
－2 に示した。ナイシン A 非添加区では、脂肪分 5.0%、7.5%ともに、15℃および
  - 29 - 
20℃保存で 3 日目、30℃保存では 1 日で 107cfu/ml 以上まで増殖した。一方、ナイ
シン A 添加区においては脂肪分 7.5％の 30℃保存を除いて B. thuringiensis B-1695
の誘導期が延長され、ナイシン A の静菌効果が確認された。以下に、脂肪分（5.0%, 
7.5%）、保存温度（15℃、20℃、30℃）別にナイシン A 濃度と B. thuringiensis B-1695
の菌数結果を示した。 
(1)脂肪分 5･0%  
15℃保存：ナイシン A 40 IU で 19 日、80 IU では 26 日目に 107cfu/ml 以上に達し
た。120 IUは29日で103.8cfu/ml、240 IUは29日まで検出限界（10cfu/ml）
以下であった。 
20℃保存：ナイシン A 40 IU で 3 日、80 IU で 22 日、120 IU では 27 日目に 107cfu/ml
以上に達した。240 IU は 27 日目まで検出限界以下で、29 日目に
102.7cfu/ml に増殖した。 
30℃保存：ナイシン A 40 IU、80 IU で 2 日、120 IU で 16 日目に 107cfu/ml 以上に
増殖した。240 IU は 27 日目で増殖が確認され、菌数は 27 日目で
103.6cfu/ml、28 日目で 105.5cfu/ml であった。 
(2)脂肪分 7.5% 
15℃保存：ナイシン A 40 IU で 7 日、80 IU で 17 日、120 IU で 26 日目に 107cfu/ml
以上に増殖した。240 IU は 29 日まで検出限界以下であった。 
20℃保存：ナイシン A 40 IU で 3 日、80 IU で 5 日、120 IU で 6 日、240 IU で 18
日目に 107cfu/ml 以上に増殖した。 
 
2‐3‐4. ミルクプリン保存中の B. cereus  B-344 の挙動 
 脂肪分 5.0%および 7.5%のミルクプリンに接種した B. cereus B-344の 15℃、20℃
および30℃保存中における消長曲線をそれぞれFigure 2‐3、Figure 2‐4に示した。
ナイシン A 非添加区では、脂肪分 5.0%、7.5%ともに、15℃保存で 3 日、20℃保存
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で 2 日、30℃保存では 1 日で 107cfu/ml 以上まで増殖した。一方、ナイシン A 添加
区においては脂肪分 7.5％の 20℃、30℃保存を除いて、ナイシン A 80 IU 以上で B. 
cereus B-344 に対する増殖抑制効果が確認された（29 日目まで検出限界以下）。脂
肪分 5.0%、15℃保存では、ナイシン A 40 IU でも B. cereus B-344 は増殖しなかっ
た。 
 
2‐3‐5. ミルクプリン保存中の Paenibacillus jamilae S-34 の挙動 
 脂肪分 5.0%および 7.5%のミルクプリンに接種したPaenibacillus jamilae S-34の
15℃、20℃および 30℃保存中における消長曲線をそれぞれ Figure 2‐5、Figure 2
‐6 に示した。ナイシン非添加区では、脂肪分 5.0%、7.5%ともに、15℃保存で 5 日、
20℃保存で 3 日、30℃保存では 2 日で 107cfu/ml 以上まで増殖した。一方、ナイシ
ン A 添加区では、脂肪分 5.0%、7.5％ともに 15℃、20℃、30℃保存において、ナイ
シンA 40 IU以上でPaenibacillus jamilae S-34に対する増殖抑制効果が確認された
（29 日目まで検出限界以下）。 
 
2‐3‐6. ミルクプリン保存中に増殖した原料由来微生物の同定 
 脂肪分 5.0%および 7.5%のミルクプリンにナイシン A を 0 IU、40 IU、80 IU、120 
IU、240 IU 添加し、100℃、110℃および 120℃で 2 秒間殺菌して、15℃、20℃お
よび 30℃で 29 日間保存し、経時的に菌数を計測した。ナイシン A 非添加区では、
100℃殺菌 30℃保存品から B. cereus が検出された。ナイシン A 40 IU では、脂肪分
5.0%の 100℃殺菌 20˚C 保存品から Brevibacillus parabrevis が、脂肪分 7.5%の
100℃、110℃殺菌保存品（それぞれ 15℃、30℃保存）から B. cereus が検出された。
ナイシン A 80 IU においては、脂肪分 7.5%、100℃、110℃殺菌 30℃保存品から
Brevibacillus agri が検出された（Table 2‐7）。 
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2‐3‐7. 官能評価 
ミルクプリンの 100℃2 秒殺菌と 130℃2 秒殺菌の 7 つの属性と総合評価の平均評
点を Figure 2‐7 に、110℃2 秒殺菌と 130℃2 秒殺菌の比較結果を Figure 2‐8 に、
120℃2 秒殺菌と 130℃2 秒殺菌の比較結果を Figure 2‐9 に示した。 
官能評価の結果、130℃2 秒殺菌ミルクプリンに比べて 110℃2 秒殺菌ミルクプリ
ンは「ミルク風味」「濃厚感」が、120℃2 秒殺菌ミルクプリンは「ミルク風味」が
有意に強い結果であった。総合評価においても 110℃および 120℃2 秒殺菌ミルクプ
リンの有意差が確認された。一方で、100℃2 秒殺菌ミルクプリンは「ミルク風味」
や「甘み」が強い傾向にあったが、130℃2 秒殺菌ミルクプリンに比べて有意な差は
認められなかった。殺菌温度を緩和することで、硫黄臭が減尐する傾向が見られた
が、100℃殺菌では「生臭い」「脱脂粉乳様の香り」というコメントがあった。 
 
2‐3‐8. 香気成分分析  
GC/MS による香気成分分析の結果を Table 2‐8 に示した。 タンパク質の熱务化
に由来する硫黄化合物 ジメチルジスルフィド（DMDS）と乳脂肪の熱务化に由来す
るメチルケトン類（2‐ペンタノン, 2‐ヘプタノン, 2‐ノナノン）は 100℃～120℃
に比べて 130℃で顕著に増加していることが確認された。ジメチルスルフィド
（DMS）（タンパク質の熱务化由来硫黄化合物）は、100℃および 110℃に比べて、
120℃で 1.9 倍、130℃で 1.35 倍にそれぞれ増加した。その他の成分について大きな
変動は認められなかった。 
硫黄化合物、メチルケトン類およびメイラード反応由来のフラン類の各指標物質
の検出値を合計すると、硫黄化合物は殺菌温度に比例して増加する傾向が確認され
た。メチルケトン類およびフラン類は、100℃～120℃でほとんど変化しないが、
130℃でメチルケトン類が約 1.9 倍に、フラン類が約 1.2 倍に増加した（Figure 2‐
10）。 
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TABLE 2-6. Nisin A activity in the milk-based pudding with a 5.0% fat content processed at 
130˚C for 2s during storage at 15˚C 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(AU/ml)
1 5 9 11 17 20 21 27
40 IU g
-1 5,120 5,120 5,120 5,120 5,120 2,560 1,280 2,560 1,280 1,280
(100%) (100%) (100%) (100%) (50%) (25%) (50%) (25%) (25%)
80 IU g
-1 5,120 5,120 5,120 5,120 5,120 5,120 2,560 2,560 5,120 2,560
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (50%) (50%) (100%) (50%)
120 IU g
-1 10,240 10,240 10,240 10,240 10,240 10,240 10,240 10,240 5,120 5,120
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (50%) (50%)
240 IU g
-1 20,480 20,480 20,480 20,480 20,480 20,480 20,480 20,480 10,240 10,240
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (50%) (50%)
Before
treatment
Storage time (day)
After
treatment
Concentration
of nisin A
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FIGURE 2-1. Effect of nisin A on the growth of Bacillus thuringiensis B-1695 in milk based 
pudding containing 5.0% fat at storage temperatures of 15˚C (a), 20˚C (b) and 30˚C (c) 
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FIGURE 2-2. Effect of nisin A on the growth of Bacillus thuringiensis B-1695 in milk based 
pudding containing 7.5% fat at storage temperatures of 15˚C (a), 20˚C (b) and 30˚C (c) 
(c) 30˚C
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FIGURE 2-3. Effect of nisin A on the growth of Bacillus cereus B-344 in milk based 
pudding containing 5.0% fat at storage temperatures of 15˚C (a), 20˚C (b) and 30˚C (c) 
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FIGURE 2-4. Effect of nisin A on the growth of Bacillus cereus B-344 in milk based 
pudding containing 7.5% fat at storage temperatures of 15˚C (a), 20˚C (b), 30˚C (c) 
(c) 30˚C
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FIGURE 2-5. Effect of nisin A on the growth of Paenibacillus jamilae S-34 in milk based 
pudding containing 5.0% fat at storage temperatures of 15˚C (a), 20˚C (b) and 30˚C (c) 
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FIGURE 2-6. Effect of nisin A on the growth of Paenibacillus jamilae S-34 in milk based 
pudding containing 7.5% fat at storage temperatures of 15˚C (a), 20˚C (b) and 30˚C (c) 
(c) 30˚C
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TABLE 2-7. Identification of isolated bacteria from milk-based pudding with or without 
nisin A 
 
 
 
 
 
 
 
 
  * Storage times to attain a bacterial count of 10
6
 cfu/g 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Process
condition
Storage
temperature
*Storage
time
Control (0 IU g
-1
) 5.0% 100˚C·2s 30˚C 2days Bacillus cereus
Control (0 IU g
-1
) 7.5% 100˚C·2s 30˚C 1days Bacillus cereus
40 IU g
-1 5.0% 100˚C·2s 20˚C 14days
40 IU g
-1 7.5% 110˚C·2s 15˚C 13days Bacillus cereus
40 IU g
-1 7.5% 100˚C·2s 30˚C 13days Bacillus cereus
80 IU g
-1 7.5% 110˚C·2s 30˚C 4days Brevibacillus agri
80 IU g
-1 7.5% 100˚C·2s 30˚C 4days Brevibacillus agri
Concentration
of nisin A
Fat content
in sample
Bacterial
species
Brevibacillus parabrevis
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FIGURE 2-7. Organoleptic evaluation of mild thermized milk pudding treated at 100˚C for 2s in 
comparison to control pudding (130˚C for 2s) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 2-8. Organoleptic evaluation of mild thermized milk pudding treated at 110˚C for 2s in 
comparison to control pudding (130˚C for 2s) 
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FIGURE 2-9. Organoleptic evaluation of mild thermized milk pudding treated at 120˚C for 2s in 
comparison to control pudding (130˚C for 2s) 
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TABLE 2-8. Aroma component analysis of milk-based pudding treated at various 
temperature conditions 
(a) Detection area value 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b) Area ratio 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Peak areas of 100˚C 2s are expressed as baseline value of 1.0 
Substances Type Derivation 100℃2s 110℃2s 120℃2s 130℃2s
DMS Sulfur compounds Raw milk, Thermal degradation
of protein
1.0 1.4 1.9 1.9
DMDS Sulfur compounds  Thermal degradation
of protein
1.0 1.0 1.0 1.7
2-Pentanone Methylketone Thermal degradation
of milk fat
1.0 1.0 1.2 1.8
2-Heptanone Methylketone Thermal degradation
of milk fat
1.0 1.1 1.4 2.1
2-Nonanone Methylketone Thermal degradation
of milk fat
1.0 0.9 1.2 2.1
Hexanal Aldehydes Oxidation of milk fat 1.0 0.8 0.9 1.0
Nonanal Aldehydes Oxidation of milk fat 1.0 0.9 1.0 1.2
Furfural Furan Maillard reaction 1.0 1.0 1.0 1.2
2-Furanmethanol Furan Maillard reaction 1.0 1.0 0.9 1.2
δ-Decalactone 
L a c t o n e M i l k  f a t 1 . 0 0 . 9 0 . 9 0 . 9
＞ 1.5
(Peak area ratio*)
Substances Type Derivation 100℃2s 110℃2s 120℃2s 130℃2s
DMS Sulfur compounds Raw milk, Thermal degradation
of protein
149,771 208,500 288,402 285,589
DMDS Sulfur compounds  Thermal degradation
of protein
74,283 77,377 74,116 129,156
2-Pentanone Methylketone Thermal degradation
of milk fat
2,771,207 2,898,975 3,203,766 4,971,420
2-Heptanone Methylketone Thermal degradation
of milk fat
1,971,635 2,124,123 2,719,251 4,153,576
2-Nonanone Methylketone Thermal degradation
of milk fat
558,911 502,490 643,642 1,186,304
Hexanal Aldehydes Oxidation of milk fat 123,106 103,814 105,803 126,148
Nonanal Aldehydes Oxidation of milk fat 79,229 72,182 79,296 93,251
Furfural Furan Maillard reaction 627,248 632,522 636,393 769,317
2-Furanmethanol Furan Maillard reaction 253,724 250,354 233,232 314,146
δ-Decalactone 
L a c t o n e M i l k  f a t 1 7 2 , 0 4 7 1 5 0 , 1 3 2 1 4 8 , 1 8 0 1 5 1 , 5 5 5
DMS：Dimethyl sulfide
DMDS：Dimethyl disulfide
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              (a) Aroma components from thermal degradation of protein 
 
 
 
 
 
 
 
                 (b) Aroma components from thermal degradation of milk fat 
 
 
 
 
 
 
                
              (c) Aroma components from maillard reaction 
 
FIGURE 2-10. Aroma component analysis of milk-based pudding treated at various 
temperatures. Peak areas of 100˚C are expressed as baseline value of 1.0. 
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第４節 考察 
 
 ナイシン A は熱や低 pH に対して比較的安定であり、類縁の乳酸菌だけでなく、
Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes, Staphylococcus 
aureus などのグラム陽性食中毒細菌に対しても高い抗菌活性を示すことから、世界
中でさまざまな食品に利用されている 25) 26) 27)。ナイシン A をある特定食品の保存料
に使用する際は、ナイシン A の食品への溶解性、pH 安定性、食品が受ける熱処理
に対する安定性、保存温度、保存期間、タンパク分解酵素の存在、食品の組成（と
くに脂質含量）および食品の粘稠度などを考慮してナイシン A の有効性を評価しな
ければならない。また、食品に存在する、もしくは食品汚染する可能性のある微生
物の種類と数を把握し、チャレンジテスト（微生物接種試験）によりナイシン A 添
加時の微生物の挙動を実際に近い条件で確認する必要がある。本章では、対象食品
としたミルクプリンの成分組成、製造条件、保存条件を基に、ナイシン A の安定性
と汚染微生物に対する抗菌効果を検証した。 
 ミルクプリンは、日本国内で市販されている要冷蔵（チルド）ミルクプリンの固
形分、脂肪分を参考に原材料と配合量を決定した（Table 2‐5）。脂肪分は 5.0%（乳
脂肪分 1.5%）、7.5%（乳脂肪分 2.4%）の 2 種類とした。加熱殺菌温度は、日本国内
の乳業メーカーで広く普及している Extended shelf life (ESL) 製法の殺菌温度であ
る 130℃とし、最終加熱部の保持時間は 2 秒とした。ミルクプリンのナイシン A 濃
度は、食品衛生法で定める「生菓子」の使用上限量 6.25mg/kg（250 IU）以下の 4
濃度（40 IU, 80 IU, 120 IU および 240 IU）を設定した。実験の結果、ナイシン A
添加ミルクプリンでは、殺菌前後の抗菌活性値に変化はなく、130℃2 秒の殺菌条件
で抗菌活性は低減しないことが確認された（Table 2‐6）。これまでナイシン A をは
じめとするバクテリオシンの耐熱性に関しては数多くの報告があるものの、その大
部分は、保持式（60℃～121℃, 5 分～20 分間）27, 28, 29) や HTST（High temperature 
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short time method sterilization）条件での連続式（72℃15 秒、90℃15 秒、115℃2
秒）30)加熱による合成培地の培養上清や脱脂乳、全脂乳培養液中の抗菌活性変化を
確認した内容となっている。保持式による加熱は、連続式に比べて殺菌温度到達前
後の熱履歴が加算されるため、ペプチド性抗菌物質に対する熱負荷がかかり易いと
いう難点がある。また、一般的に食品成分自体がナイシンを保護し、ナイシンの熱
感受性をある程度抑制することから実際の製造条件で確認することが重要である。
今回、pH7.04 のミルクプリンにおける 130℃2 秒殺菌条件下でナイシン A の高い熱
安定性は、Ultra-pasteurization を用いた殺菌条件では初めての報告であり、中性
pH 付近の他のチルドデザートへの展開が期待できるものと考えられる。 
次に食品保存中のナイシン A の安定性を調べた。日本国内で販売されているチル
ド食品の法令保存温度は摂氏 10 度以下であるが、流通、販売、保存時の温度上昇
を考慮して保存温度を 15℃に設定した。保存試験の結果、9 日間まではナイシン A
の抗菌活性値に変化なく、その後はナイシン A 濃度の低いものから徐々に活性が低
下し、27 日目には殺菌直後の 25%～50%の活性値まで減尐した。食品に添加された
ナイシン A は保存期間中に徐々に分解し、その分解速度は、保存温度、pH、製造加
工時の熱処理などの影響を受ける 21)。Delves-Broughton らは、一般的な製法で加工
したプロセスチーズ（ナイシン A 250 IU）を、20℃、25℃、30℃で 30 週間保存し
た場合、ナイシン A の残存率は 20℃で 90%、25℃で 60%、30℃で 40%であること
を報告した 31)。ミルクプリン中のナイシン A が保存温度 15℃で 4 週間以降に低下し
た理由は、中性 pH によるナイシン A の分解促進が原因と推察される。しかしなが
ら、今回対象とした要冷蔵（チルド）デザート類の一般的な賞味期限は 2～3 週間程
度と考えられ、その期間内に標的微生物の増殖を抑制することができれば、保存料
としての使用は十分可能である。 
 次に殺菌後のミルクプリンに微生物（芽胞）を接種し、ナイシン A 濃度 4 水準（40 
IU, 80 IU, 120 IU、240 IU）の微生物制御効果を保存温度（15℃、20℃、30℃）別
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に確認した。指標菌には好気条件で耐熱性芽胞を形成する Bacillus 属、Paenibacillus
属の中から、ミルクプリンの腐敗サンプルから分離された B. thuringiensis B-1695
と牛乳から分離された食中毒細菌 Bacillus cereus B-344、生乳から分離された
Paenibacillus jamilae S-34 を用いた。供試 3 菌株の中でナイシン A に対して最も抵
抗性があるのが B. thuringiensis B-1695 で、逆に感受性を示すのが Paenibacillus 
jamilae S-34 であった。Paenibacillus jamilae S-34 は脂肪分 5.0%および 7.5％にお
いてナイシン A 40 IU で 29 日まで増殖が抑制された（Figure 2－5, 6）。B. 
thuringiensis B-1695, B. cereus B-344に対しては、脂肪分5.0%に比べ、脂肪分7.5%
でナイシン A の抗菌効果が著しく減尐した（Figure 2‐1, 2）（Figure 2‐2, 3）。乳
成分の中でも乳脂肪は、ナイシン A の抗菌活性を阻害すると考えられており、
Listeria 属菌に対する抗菌効果は、乳脂肪濃度 2.0%以上で減尐すること 32)、全脂乳
を均質化処理すると、ナイシン A が乳脂肪球に付着しやすくなるため、ナイシン A
の抗菌活性が 64%も減尐すること 33)、そして、乳化剤の添加でナイシン A の乳脂肪
への付着を防止して活性低下を抑制することができること 34)が報告されている。脂
肪分 7.5%のミルクプリンに含まれる乳脂肪分は 2.4%で、Bacillus 属菌に対しても
Listeria 属菌と同様の現象が見られたのは興味深い。ミルクプリンは製造工程で均
質化処理（15MPa）することにより乳脂肪の粒子系を平均約 1μm に細分化してい
る。一方で、乳化剤として「パーム硬化油モノグリセリド」を加えているため、ナ
イシン A の乳脂肪への付着を極力抑制できたと考えられた。 
 ナイシン A 添加によるチルドミルクプリンの賞味期限は、最も抵抗性のある B. 
thuringiensis B-1695 を指標に設定するのが妥当である。保存温度 15℃の増殖挙動
を基に、腐敗や変敗が発生する菌量 107cfu/ml に達する日数に安全率 0.7 を乗じて算
出すると、脂肪分 5.0%では 40 IU で 13 日、80 IU で 18 日、120 IU, 240 IU では
29 日以上、脂肪分 7.5%では 40 IU で 5 日、80 IU で 11 日、120 IU で 18 日, 240 IU
では 29 日以上となり、同方法で算出されたナイシン A 非添加区の賞味期限 3 日と
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比べると、ナイシン A 添加により賞味期限を数倍以上延長できることが示唆された。 
 続いて、ナイシン A 添加により殺菌条件を緩和し、130℃2 秒殺菌と同等の微生物
学的品質を有したミルクプリンの風味・品質の可能性について検討を行った。殺菌
温度を 100℃、110℃、120℃に設定し、原料由来の一次汚染菌の増殖挙動を確認し
た結果、ナイシン濃度 120 IU 以上では菌は検出されなかったが、40 IU および 80 IU
の 100℃および 110℃殺菌では、好気性芽胞形成細菌である B. cereus, Brevibacillus 
parabrevis, Brevibacillus agri が検出された（Table 2‐7）。とくに B. cereus はナ
イシン A 非添加区からも検出されており、菌株によっては 107cfu/ml 以上の菌量で
嘔吐毒（セレウリド）および下痢毒（エンテロトキシン）を産生することから、脂
肪含量の高いミルクプリンの殺菌条件の緩和には細心の注意が必要であると共に、
食品側の視点でナイシン A を 120 IU 以上添加することが望ましいと考えられる。 
つぎに、100℃、110℃、120℃、130℃で殺菌したミルクプリンの風味品質を官能
検査と機器分析により評価した。株式会社明治の専門パネル 15 名を対象に実施した
官能検査において、110℃殺菌は「ミルク風味」、「濃厚感」が、120℃殺菌は「ミル
ク風味」が 130℃殺菌に比べて有意に強く、総合評価に反映された（Figure 2‐8, 9）。
G/C MS による香気成分分析では、殺菌温度を緩和することで、タンパク質の熱务
化に由来する硫黄化合物、乳脂肪の熱务化に由来するメチルケトン類の生成を抑制
できることが示唆された（Table 2‐8, Figure 2‐10）。また、ナイシン A  240 IU
添加ミルクプリンと非添加ミルクプリンに風味の差異は認められなかった（データ
未掲載）。以上より、ミルクプリンにナイシン A を 120 IU 以上添加することで、「ミ
ルク感」や「濃厚感」の向上を実現できる殺菌温度 110℃、120℃に緩和可能である
と示唆された。 
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第３章 
 
 
 
ESL 飲用乳における腐敗変敗菌の定量的リスク評価 
とナイシン A の使用効果 
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第１節 緒言 
 
 飲用乳は、「乳及び乳製品の成分規格等に関する省令」（以下、乳等省令）におい
て７種類（「牛乳」、「特別牛乳」、「成分調整牛乳」、「低脂肪牛乳」、「無脂肪牛乳」、「加
工乳」、「乳飲料」）定められている 37)。飲用乳を製造する場合には、常温保存可能品
を除いて、保持式により摂氏 63℃で 30 分間加熱殺菌するか、またはこれと同等以
上の殺菌効果を有する方法で加熱殺菌し、殺菌後直ちに摂氏 10℃以下に冷却して保
存しなければならない。また、製造者が設定した賞味期限内は、乳等省令で定める
成分規格を満たす必要がある。飲用乳の成分規格は、「牛乳」、「特別牛乳」、「低脂肪
牛乳」および「無脂肪牛乳」では、無脂乳固形分、乳脂肪、比重、酸度、細菌数、
大腸菌群が、「成分調整牛乳」および「加工乳」では、無脂乳固形分、酸度、細菌数、
大腸菌群の条件が、「乳飲料」では、細菌数、大腸菌群の条件が定められ、それぞれ
で規格基準が設定されている（Table 3-1）。密閉容器に充填、包装された市販のチル
ド飲用乳の場合は、流通、保存時に理化学的な成分規格値の変動は尐ないが、微生
物学的成分規格である細菌数、大腸菌群は製品に存在する微生物菌叢と温度、時間
の関係によっては、賞味期限内に微生物が増殖し、成分規格を逸脱する可能性があ
る。また、微生物が増殖する過程で産生するプロテアーゼやリパーゼなどの酵素作
用により製品が変質する恐れがある。そのため、高温多湿なわが国の環境下ではチ
ルド飲料の賞味期限は 7 日以内が限界であった。    
日本の乳業メーカー各社は、1990 年代以降に相次いで Extended Shelf Life（賞
味期限の延長、以下 ESL と略）技術を導入した。ESL 技術に明確な定義はないが、
原料から製品に至る製造工程において、より高度な技術で製造し、徹底した管理シ
ステム体制を整備することによって、従来のチルド飲用乳の風味を維持しながら、
品質保持期限の延長を可能する技術と称されている。ESL 技術は 1960 年代に北米
で開発された技術で、北米、カナダの乳業メーカーが、ホイップクリームやコーヒ
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ークリームなどの商品回転率が低い商品に限定して利用していた 48)49)。本技術が注
目されるようになったのは、FDA（Food and Drug Administration：米国 食品医
薬品局）が容器の殺菌剤として過酸化水素を認可した 1980 年代前半の頃である 50)。
その後、牛乳・乳製品向けの装置が開発され、ヨーロッパや日本に普及した。現在、
日本で市販されているチルド飲用乳は、低温殺菌牛乳を除く大部分で ESL 技術によ
り製造されており、冷蔵流通の発達を伴って、賞味期限が従来のチルド飲用乳に比
べて 2～3 倍延長している。しかしながら、ESL 製法の飲用乳（以下、ESL 飲用乳）
は原材料由来の耐熱性菌や包材・環境由来の二次汚染菌の混入は皆無とはいえず、
確率は低いものの従来のチルド飲用乳と同様の微生物汚染リスクが潜在している。
また、ESL 飲用乳の中でも、宅配ルートや駅売店、温泉施設での販売を主とするビ
ン容器入りの製品は、家庭や小売店から回収したビンをリユース（再利用）してい
る点で、ワンウェイ（使い捨て）の紙容器入り製品に比べて微生物制御が難しい製
品といえる。さらに、日本独特の宅配システムは、契約販売店による宅配時や受箱
に届けた後の製品の品温を乳等省令で定める摂氏 10℃以下にて管理するのが難しく、
ビン容器入り ESL 飲用乳（以下、ESL ビン飲用乳）の微生物学的品質管理は乳業メ
ーカーの長年の課題であった。 
食品製造業をとりまく微生物リスクは「食中毒リスク」と「腐敗変敗リスク」に
大別される。「食中毒リスク」とは、食品に混入した有害微生物、もしくは微生物が
産生した毒素を摂取して健康被害を発症するリスクであり、一度事故が発生すれば、
規模の大きさに関わらず、「問題になった製品の市場からの回収」、「製造物責任法（PL
法）に基づいた被害者からの損害賠償請求」、「食品衛生法などに基づく営業停止」
などの企業財務に変わる損失が発生する。さらに、製品事故に付随して「顧客から
の信用失墜」、「ブランド価値低下による売上げの減尐」、「株価下落に起因した財務
状況の悪化」などの企業経営そのものを揺るがしかねない二次的な損害が発生する
恐れがある。2000 年 6 月に発生した雪印乳業（当時）の集団食中毒事件は、認定者
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数 14,780 人 72)の戦後最大規模の食中毒事件で、これにより雪印乳業の 2001 年 3 月
期の当期純損失は 500 億円を超え 73)、工場閉鎖や従業員の削減を余儀なくされた。 
一方、「腐敗変敗リスク」はヒトの健康被害は発生しないものの、「製品回収」
や「顧客からの信用失墜」などの事業継続に大きな影響を及ぼす可能性がある。食
品製造業者、とくに栄養分豊富な飲用乳を製造、販売する乳業メーカーにとって、
これら「微生物リスク」は緊急かつ重要な課題と位置づけられ、大手乳業メーカー
を中心に厚生労働省の承認制度である「総合衛生管理製造過程」を積極的に取得す
るなど、工程の微生物制御を中心とした品質管理に力を注いでいる。「総合衛生管理
製造過程」とは、米国航空宇宙局（National Aeronautics and Space Administration 
NASA）が、宇宙食の安全性確保のために開発した HACCP（Hazard Analysis and 
Critical Control Point）の概念を取り入れた衛生管理法 51)で、原材料の受入れから
製造、加工、さらに最終製品の保管・流通に至るあらゆる工程で存在するリスクを
事前に予測分析（Hazard Analysis）し、リスクを制御することができる工程を重要
管理点（Critical Control Point）に特定して、それらを重点的に管理することで、
食中毒などによるリスクの発生を予防し、製品の安全確保を図る。従来の抜き取り
検査ではなく、製造工程の管理（継続的な監視、記録）を通して製品の安全性を確
保するという極めて合理的な手法であり、「食中毒リスク」を排除することができる。
しかし、ESL 飲用乳のように商業的な殺菌条件で製造され、冷蔵流通、保存を通じ
て賞味期限内の品質（風味品質、微生物品質）を保証する製品の「腐敗変敗リスク」
を低減するには、「腐敗変敗リスク」の存在を前提に、リスクを科学的に評価し、そ
の結果に基づきフードチェーンの各段階で腐敗変敗対策を効果的に実施していく必
要がある。 
リスク評価の手法は、「定性的な手法」と「定量的な手法」に区別される（Figure 
3－1）。「定性的な手法」とは文字どおり数値によらない方法で、リスクの程度を記
述的に表して評価を実施する手法である。一方、「定量的な手法」は、リスク評価に
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おける全ての過程を数値化して計算し、最終的なリスクについても発生する確率を
数値で表現するアプローチである 38)。定量的なリスク評価は、数値データとその分
析に基づく評価で「決定論的リスク評価」と「確率論的リスク評価」に分けられる。
「決定論的リスク評価」は、扱う入力情報として単一の数値を扱う方法であり、「確
率論的リスク評価」は、各数値の起こりうる確率を分布関数（確率密度関数）によ
り表し、分布をもつデータ同士を数学的に関連付けてリスクの不確実性を定量的に
示す方法である。「確率論的リスク評価」は透明性および客観性の高い評価結果が得
られるが、ハザードとして微生物を扱う場合は、微生物汚染の機会や汚染濃度、微
生物の増殖などの影響を受けるため、不確実な要素に支配されることが多く、その
実施には困難が伴うことが多いとされる。 
本章では、FAO/WHO 合同微生物学的リスク評価専門家会合（Joint FAO/WHO 
Expert Meeting on Microbiological Risk Assessment：JEMRA）が作成した微生物
学的リスク評価実施のためのガイドライン 39)とリスク評価手法 40)を参考に、宅配ル
ートを想定したESLビン飲用乳における腐敗変敗菌のリスク評価手法を開発すると
ともに、特定地域で販売している同製品の腐敗変敗リスクを推定し、フードチェー
ン各段階での対策効果について考察する。また、飲用乳にナイシン A を添加使用し
た場合のリスク低減効果についても評価を実施した。 
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TABLE 3-1. Compositional standards of seven milk-based drinks defined by Ministerial 
Ordinance Concerning Compositional Standards, etc. for Milk and Milk Products 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ordinance regarding standard of element, etc. of milk and dairy products (1951) 
 
 
 
 
 
 
 
Compositional
Standards
Milk
Special
milk
Composition-
adjusted milk
Low-fat
milk
Non-fat
milk
processed
milk
 milk
beverage 
Solids-not-fat ≧8.0% ≧8.5% ≧8.0% ≧8.0% ≧8.0% ≧8.0% －
Milk fat ≧3.0% ≧3.3% －
≧0.5%
≦1.5%
＜0.5% － －
Specific gravity*
1.028～
1.034
1.028～
1.034
－
1.030～
1.036
1.032～
1.038
－ －
Acid degree*
（as lactic acid）
≦0.18% ≦0.17% ≦0.18% ≦0.18% ≦0.18% ≦0.18% －
Aerobic plate count
(/ml)
（Standard plate
count method）
≦50,000 ≦30,000 ≦50,000 ≦50,000 ≦50,000 ≦50,000 ≦30,000
Coliform group
(/2.22ml)
（BGLB method）
Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative
*Excluding something that made only from Jersey cattle milk
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－The more turning down, the more enlarging the accuracy, objectivity, and transparency－ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 3-1.  Four-step risk assessment of food safety management 
                                          Toyofuku et al. (2005) 61)  
 
 
 
 
 
 
 
Qualitative
(Descriptive, classificational)
Semi-quantitative
（Evaluates risks with a score) 
Point-estimates 
(Represents data with  one value)   
Quantitative, probabilistic
(Represents data width with probability distribution)  
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第２節 材料および方法 
 
3‐2‐1. 試薬 
 本実験において、とくに断りのない限り、和光純薬工業株式会社（大阪）の特級
試薬または一級試薬を用いた。 
 
3‐2‐2. 器具、培地および試薬類の滅菌 
 本実験において使用する器具、培地および試薬類の滅菌処理は、とくに断りのな
い限り、121℃、15 分によるオートクレーブ滅菌で行った。 
 
3‐2‐3. ESL 飲用乳の腐敗変敗菌の分離 
ESL 製法で製造したビン容器入り飲用乳（牛乳、加工乳、乳飲料）約 7 千本を対
象に微生物強制务化試験を行った。すなわち、ビン容器入り飲用乳を 30℃48 時間前
培養した後、滅菌イノキュレーターを用いて標準寒天培地（栄研化学、東京）に画
線塗抹し、30℃で 48 時間培養した。培養後、塗抹線上に 2 個以上コロニーを形成し
た検体を「微生物汚染」陽性とした。検出したコロニーを滅菌イノキュレーターで
標準寒天培地に画線塗抹を行い、30℃で 48 時間培養して菌を再分離した。コロニー
の再分離を数度繰り返して行い，純粋な単一コロニーを得た。 
 
3‐2‐4. 腐敗変敗菌の簡易同定と菌群分類 
ESL ビン飲用乳を 30℃48 時間培養して検出した菌について、標準寒天培地上で
のコロニーの形態観察、グラム染色、オキシダーゼ試験およびカタラーゼ試験を実
施した。グラム染色は、西岡によって開発されたファーバー法 41)により行った。フ
ァイバーG「ニッスイ」（日本製薬、東京）の染色液と脱色液を用いた。スライドグ
ラスの上に滅菌水を 1 滴のせ、イノキュレーターで平板上から掻きとった微量の菌
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を加えて混合し、ガラス面に広げた。空気中で自然に乾燥させた後、塗抹面を上に
して火炎の中をゆっくりと 3 回連続して火炎固定を行い、染色液 A（0.2%ビクトリ
アブルー溶液）を検体上に滴下し、1 分間放置した後水洗した。次に、脱色液（2%
ピクリン酸アルコール溶液）を注ぎ、15 秒間放置した後水洗した。最後に、染色液
B（0.04%フクシン溶液）を滴下し、1 分間放置して水洗した後、乾燥させ、光学顕
微鏡（システム生物顕微鏡 BX50、オリンパス、東京）で鏡検した。 
オキシダーゼ試験は、バクチデントオキシダーゼ Bactident® Oxidase（メルク、
東京）を用いて実施した。平板上のコロニーをイノキュレーターで 1 白金耳掻きと
り、チトクロームオキシダーゼ試験用テストストリップに塗布し 10 秒～30 秒以内
に淡紫から紫色に変色した検体を陽性とした。 
カタラーゼ試験は Hydrogen peroxide 3% Bactident®（メルク、東京 ）を用いて
実施した。イノキュレーターで平板から掻きとった菌をスライドグラス上に置き、 
菌の上に試薬を滴下して、気泡が出るか観察した。直ちに気泡が出た検体を陽性と
した。 
 以上の簡易同定の結果から、ESL ビン飲用乳から分離した腐敗変敗菌を次の A 群
～F 群に分類した。 
A 菌群：好気性芽胞形成細菌 
B 菌群：グラム陰性桿菌、コロニー濃黄色、薄桃色 
C 菌群：オキシダーゼ陰性グラム陰性桿菌 
D 菌群：オキシダーゼ陽性グラム陰性桿菌 
E 菌群：カタラーゼ陽性グラム陽性無芽胞桿菌、球菌、 
F 菌群：カタラーゼ陰性グラム陽性無芽胞桿菌、球菌 
 
3‐2‐5. 腐敗変敗菌の菌種同定 
 腐敗菌の菌種同定は、16S rRNA遺伝子の塩基配列による系統解析により行った。 
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＜菌体 DNA 抽出＞ 
標準寒天培地上の生育したコロニーをイノキュレーターで尐量掻き取り、
PrepMan Ultra（Life Technologies、California、USA）100μl に懸濁した。ボル
テックスミキサーで内容物を 10-30 秒間攪拌した後、95℃のヒートブロックで 10
分間加熱した。次に、5,000rpm、4 分間、25℃で遠心分離を行い、得られた上清か
ら鋳型 DNA を採取した。 
＜PCR による 16S rRNA 遺伝子領域の増幅＞ 
FAST MicroSeq 500 16S rDNA  PCR Kit（Life Technologies、California、USA）
を用いた。FAST PCR Master Mix10μl を PCR チューブ（200μl 容、バイオ・ラ
ッドラボラトリーズ、東京）に分注し、滅菌水 9μl と鋳型 DNA 1μl を加えた。チ
ューブを Veriti® サーマルサイクラー（Life Technologies、California、USA）にセ
ットし、Table 3‐2 の条件で PCR 反応を行い、上流側 500bp を増幅した。 
＜増幅産物の精製＞ 
 PCR 産物（DNA）の精製には、GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
（GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA）を用いた。GFC Column を Collection 
Tube にセットし、Capture Buffer 500μl および PCR 増幅産物 20μl を加えてピペ
ッティングを行い、十分に混合した。続いて、10,000rpm、30 秒、25℃で遠心分離
を行い、Collection Tube の廃液を捨て、Wash Buffer 500μl を加えて、再度遠心分
離を行った（10000rpm, 30 秒間, 25℃）。 
GFC Column を 1.5ml 滅菌エッペンドルフチューブにセットし、Elution buffer 40
μl をフィルターに染み込ませるように真上から加え、１分間静置した。最後に遠心
14,000rpm、1 分、25℃で遠心分離を行い、フィルターから溶出した精製 DNA を回
収した。 
＜アガロース電気泳動による増幅産物の確認＞ 
1.0%アガロースゲルを作製して電気泳動装置 Mumid 2（アドバンス、東京）にセ
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ットした。1×TBE buffer を泳動槽に約 300ml 注ぎ、アガロースゲルを完全に浸し
た。96 穴マイクロプレート上に 6×Loading buffer を 1μl ずつ分注し、精製 DNA 5
μl を 5μl 添加してピペッティングした後、各ウェルに 5μl ずつアプライした。分
子量マーカーは、100bp Ladder Marker（タカラバイオ、滋賀）を用いた。電圧 100V
で電気泳動を行い、Loading buffer に含まれる Bromophenol blue が 50%～60%進
んだところで泳動を停止した。アガロースゲルを 1μg/ml エチジウムブロマイド溶
液を入れた容器に移し、遮光して 20 分間静置後、UV 照射装置 Digi-Gel shot（タカ
ラバイオ、滋賀）に移して UV を照射し、約 500pb 付近のバンドを確認した。 
＜サイクルシーケンス＞ 
MicoSeq 500 16S rDNA Bacterial Sequencing Kit（Life Technologies、California、
USA）を用いた。滅菌PCRチューブにForward Sequence Mixを13μlと精製DNA7
μl を加えた。Veriti® サーマルサイクラーにセットし、Table 3‐3 の条件で PCR 反
応を行い、上流側 500bp を増幅した。 
＜残留蛍光物質の除去＞ 
DyeEx 2.0 Spin Kit（キアゲン、東京）を用いた。2ml コレクションチューブに
スピンカラムをセットし、3000rpm、2 分間、25℃で遠心分離した。スピンカラム
を 1.5ml 滅菌マイクロチューブに移し、サイクルシーケンス反応液 20μl をゲル斜
面にゆっくり滴下して染みこませた。3000rpm、2 分間、25℃で遠心分離した後、
カラムを捨て、カラム通過液（精製 DNA）を回収した。    
＜塩基配列解析＞ 
精製した DNA 全量に HiDi Formamide （Life Technologies、California、USA）
20μl を加えて軽く混ぜ、96 穴にプレートのウェルに 20μl 移した。サンプル溶液
中に気泡がないことを確認して、プレートアセンブリを組み立て、遺伝子解析装置
ABI PRISM ジェネティックアナライザー3100（Life Technologies、California、
USA）にセットして塩基配列を解析した。 
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＜菌種同定＞ 
16S rRNA 遺伝子の上流 500bp を EzTaxon42)または国際塩基配列データベース 
DDBJ/EMBL/GenBank 43)のデータベースと相同性検索を行い、菌種を同定した。 
      
2‐2‐6. 腐敗変敗を引き起こす菌量の推定 
 A 群～E 群から検出頻度の高い１菌種を選抜し試験に供した。トリプチケースソ
イブロス[BD (Becton, Dickinson and Company) 、Franklin Lakes、New Jersey、
USA]を用いて 30℃で 2 回継代培養した菌液を、滅菌リン酸緩衝生理食塩水（サン
セイ医療器材、東京）で 10 倍希釈を段階的に行い、104cfu/ml の菌液を調製した。
次に、牛乳（株式会社明治「明治牛乳」、130℃2 秒間殺菌）を滅菌した 200ml 容三
角フラスコに 100ml 入れ、菌液 1ml を接種して 10、15、20、30 および 35℃で培
養した。培養中、経時的にサンプリングを行い、風味確認を行った。風味異常が認
められた検体に対しては、標準寒天培地混釈法で 30℃48 時間培養して生菌数を測定
した。 
 
3‐2‐7. 腐敗変敗に影響を及ぼす要因の分析 
宅配ルートで販売するESLビン飲用乳の品温変動に寄与する要因に関して以下の
調査を実施した。 
＜製品の軒先下ろしの調査＞ 
 関東北部エリア（東京都、埼玉県中心）の牛乳宅配特約店（以下、販売店）に対
し、牛乳配送業者が販売店に製品を搬入する際に、軒先下ろし（冷蔵保管庫に搬入
するのではなく、敷地内に仮置きする）を実施しているか、実態調査を実施した。 
＜宅配時の保冷シートおよび蓄冷剤の使用状況調査＞ 
 関東北部エリア（東京都、埼玉県中心）の販売店に対し、宅配時における製品ク
レート（製品を入れる箱）上の保冷シートの使用状況および保冷受箱の蓄冷剤の使
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用状況について聞き取り調査を実施した。 
＜宅配時の温度履歴調査＞ 
東京都葛飾区の販売店において、配送時の製品の温度履歴を調査した。ESL ビン牛
乳（200ml）に防水性の温度データロガー（MicroTemp Inc、Contoocook、New 
Hampshire、USA)）を仕掛け、ピッキング（出荷指示に対して、その品物を在庫か
ら選び出すこと）～配送終了までの温度を 1 分間隔で測定した。 
 
＜宅配顧客の製品取り扱い調査＞ 
東京都葛飾区の販売店の顧客約 6,000 件を対象に製品取り扱いに関するアンケー
ト調査を実施した（Figure 3‐2）。回収したアンケートの結果を集計し、温度宅配
商品を受箱から取り出すまでの時間を推定した。 
 
3‐2‐8. 微生物増殖予測モデルの作成 
 藤川らが開発した新ロジスティックモデル 44)45)46)（式 1）と平方根モデル 47)（式 2）
を用いて、温度変化に対応した微生物の増殖予測モデルを表計算ソフトウェア
Microsoft Excel 2003（Microsoft、Washington、USA）上に作成した。 
  
 
                           （式 1） 
 
       N：菌数、t：時間、k：増殖速度、N max：最大菌数、N min：初発菌数 
       m および n：調整パラメーター 
 
                                                      （式 2） 
            k：増殖速度、b：係数、T：温度、T min：増殖の最低温度（理論値） 
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＜微生物増殖試験＞ 
 各菌群から選抜した菌の各種定常温度下での増殖データを取得した。標準寒天平
板上のコロニーを釣菌し、トリプチケースソイブロスに接種して 30℃で 24 時間培
養した。その後、継代培養を 2 回繰り返し、滅菌リン酸緩衝生理食塩水で 104cfu/ml
に調製した菌液 1ml を、ロングライフ牛乳（株式会社明治「北海道牛乳」、140℃3
秒間殺菌）100ml またはナイシン A (40IU) を添加したロングライフ牛乳に接種して
10℃、15℃、20℃、25℃、30℃および 35℃のうち 3～4 温度で培養した。培養中の
生菌数を標準寒天培地混釈法（30℃48 時間培養）で測定した。 
 
＜増殖データ実測値へのフィッティング＞ 
新ロジスティックモデル（式 1）の解が実測値と一致するように各温度（10℃、
15℃、20℃、25℃、30℃および 35℃のうち 3～4 温度）における速度定数 k、調整
パラメーターm および n を求めた。式１を 4 次のルンゲ・クッタ法を用いた数値解
析により解き、得られた時間‐菌数曲線が実測した菌数の時間変化と一致するよう
に k、m および n を決定した。なお、k は対数増殖期の傾きから、m および n は全
計算区間における計算値と実測値の差が最小になるように最小二乗法により決定し
た。N maxおよび N minは実測値を用いた。 
＜異なる温度下でのパラメーターの決定＞ 
 各温度（10℃、15℃、20℃、25℃、30℃および 35℃のうち 3～4 温度）に対して
得られた k より、平方根モデル（式 2）を用いて任意の温度を推定した。 
 
3‐2‐9. 腐敗変敗菌の定量的リスク評価 
 リスク評価モデルフローと各影響要因の確率密度分布に従い、消費時点における
腐敗変敗菌の菌数を、モンテカルロシミュレーションを実行して推定した。解析に
当たっては、@RISK version5.5（Palisade Corporation、Newfield、N.Y、USA）
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を用い、ラテンハイパーキューブ法 66)による 100 万回のシミュレーションを行った。
シミュレーションにより得られた菌数の確率分布から、腐敗変敗到達菌数を超える
確率を算出し、腐敗変敗発生率とした。また、シミュレーション結果を使用して、
各関連要因と製品菌数との間の回帰係数を計算し、消費時点の品質务化（腐敗変敗）
に影響を与える要因を、その影響度順にランク付けした。 
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TABLE 3-2. PCR condition for amplifying 16S rRNA gene 
 
[Reaction solution] 
Negative control FAST PCR Master Mix 
Sterile water 
10μl 
10μl 
                                              Total     20μl 
Sample FAST PCR Master Mix 
Sterile water 
Template DNA 
10μl 
 9μl 
 1μl 
Total     20μl  
 
   [PCR Cycle] 
      a. 95˚C       10 sec 
    b. 95˚C        0 sec 
   c. 64˚C        15sec       30cycle 
   d. 72˚C        1min 
   e.  4˚C         ∞ 
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   TABLE 3-3. Reaction condition of cycle sequencing 
 
[Reaction solution] 
Forward Sequencing Mix 
Purified DNA 
13μl 
7μl 
                               Total  20μl 
 
[PCR Cycle] 
       a. 96˚C        1 min 
     b. 96˚C        10 sec 
    c. 50˚C         5 sec       25cycle 
    d.60˚C        75 sec 
    e.  4˚C         ∞ 
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FIGURE 3-2. Questionnaire handed out to customers 
 
問１ 受け箱から商品を取り出すのは何時頃ですか？
問３ 受け箱を置かれているのはどこですか？
１．玄関前 ２．玄関中 ３．軒下 ４．ｶﾞｽﾒｰﾀｰの中
５．その他（ ）※具体的にご記入願います。
◆ その他、販売店に求めるものは何ですか？
ご自由にお書き下さい。（商品・サービス、等々）
問４
問２ 商品を取り出した後、どうされますか？
１．すぐに飲む ２．一旦、冷蔵庫に入れる ３．その他
（ ）※具体的にご記入願います。
１．日陰 ２．日向
受け箱を置かれているのはどこですか？
いつも、当店の宅配サービスをお取りいただきまして、誠にありがとうご
ざいます。今後の品質管理の参考にさせていただきたいと思いますので、
アンケートにご協力下さい！ ※回答後、用紙は受け箱の中へお願いいたします。
※ ①夜間～早朝、②昼宅配で区別
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第３節 結果 
 
3‐3‐1. モデル化の対象範囲 
 ESL ビン飲用乳を製造してから消費者が摂食するまでの各段階において、製品の
腐敗変敗に影響を及ぼす要因を列挙し、それをフードチェーン全体で連結したリス
ク評価モデルフローを作成した（Figure 3‐3）。 
 
3‐3‐2.  ESL ビン飲用乳の微生物汚染率と菌群分類 
ESL ビン飲用乳から分離された腐敗変敗菌の菌群分類と汚染率、および菌種同定
の結果を Table 3‐4 に示した。菌群別汚染率が最も高かったのは A 菌群（好気性芽
胞形成細菌）の 1.29%で、続いて C 菌群（腸内細菌科菌群）の 0.75%、D 菌群（ブ
ドウ糖非発酵グラム陰性桿菌）の 0.43%、E 菌群（カタラーゼ陽性無芽胞桿球菌）
の 0.41%の順であった。F 菌群（カタラーゼ陰性無芽胞桿球菌、乳酸菌）は検出さ
れなかった。分離された菌を 16S rRNA 遺伝子の塩基配列に基づいて同定した結果、
高頻度に検出された菌は、菌群毎に A 菌群：Bacillus cereus、B 菌群：Sphingomonas 
sp、C 菌群：Enterobacter cloacae、D 菌群：Pseudomonas sp.、E 菌群：
Microbacterium sp であった。これらの菌を指標に、腐敗変敗を引き起こす菌量の
推定と微生物増殖予測モデルの作成を行った。 
 
3‐3‐3. 飲用乳で腐敗変敗を引き起こす菌量 
 A～E 菌群で高頻度に検出された菌（A 菌群：B. cereus、B 菌群：Sphingomonas 
sp、C 菌群：E. cloacae、D 菌群：Pseudomonas sp.、E 菌群：Microbacterium sp.）
の牛乳中での増殖と腐敗変敗の関係性を調べた。Table 3‐5 に培養中の風味状態の
推移と風味異常時の菌数を示した。A 菌群は 25℃培養の菌数 106.82cfu/ml で正常品
との風味差が感じられ、25℃で 107.30cfu/ml、30℃培養で 106.99cfu/ml の菌数で腐敗
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臭が確認された。B 菌群は 107cfu/ml オーダーまで外観・風味異常は認められず、
109cfu/ml以上でテクスチャーの異常が僅かに感じ取れた。C菌群は25℃および35℃
培養において 107cfu/ml オーダー後半で風味異常が確認された。D 菌群は 25℃培養
の菌数 107.57cfu/ml で僅かに風味異常が感じられ、25℃培養では 107.96cfu/ml、35℃
培養では 108.36cfu/ml に達した時間以降で、異常風味が確認された。E 菌群は、25℃、
35℃培養でそれぞれ 106.56cfu/ml および 106.65cfu/ml で僅かな異常を感じ、107cfu/ml
オーダーで腐敗臭が感じ取れた。A 菌群～E 菌群の 10℃、15℃培養では期間内に風
味異常は確認されなかった。 
なお、A 菌群の B. cereus は、食品衛生法において食中毒菌として指定されている
微生物の 1 種で、菌の増殖過程で嘔吐毒（セレウリド）と下痢毒（エンテロトキシ
ン）を産生する。セレウリドは食品中で、エンテロトキシンは腸管内で産生される。
風味試験の安全衛生上問題となるのはセレウリドであるため、試験を実施する前に、
供試菌株のセレウリド産生能を、Bacillus cereus (CRS gene) PCR Detection Kit（タ
カラバイオ、滋賀）を用いたセレウリド合成酵素遺伝子の存在により判別した。検
査の結果、供試菌株はセレウリド合成酵素遺伝子欠損株（セレウリド非産生株）で
あることが確認された。 
 
3‐3‐4. 腐敗変敗に影響を及ぼす要因の分析 
宅配ルート販売の品温変動に関する調査結果を項目別に以下に示す。 
＜製品の軒先下ろしの調査＞ 
 聞き取り調査の結果、配送業者が牛乳販売店に荷物を搬入する際に軒先下ろしを
実施している確率は 27%であった。 
＜宅配時の保冷シートおよび蓄冷剤の使用状況調査＞ 
聞き取り調査の結果、牛乳販売店が保冷シートおよび蓄冷剤を使用する確率はと
もに 20%であった。 
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＜宅配中の温度履歴調査＞ 
調査を実施した牛乳販売店は、冷蔵、冷凍庫は完備され、夏場には必ず蓄冷剤を
使用している。宅配は、夜間～早朝（2 時～6 時）と昼（8 時～14 時）の 2 部構成で
行っているため、調査は「夜間～早朝」と「昼」に分けて実施した。調査当日の天
気は曇り、外気温は夜間～早朝宅配の時間帯で 27℃付近に推移していた。データロ
ガーで記録した温度履歴を Figure 3‐4 に示した。製品クレート上に保冷シートを
被せることで、「夜間～早朝」で最大 4 時間、「昼」で最大 6 時間は、宅配中に製品
の品温を 10℃以下に保持できた。 
＜宅配製品を受箱から取り出すまでの時間＞ 
 アンケートで、宅配製品を受箱から取り出すまでの時間を尋ね、配達時間から取
り出すまでの時間を推定した。販売店が製品を届ける時間にバラツキがあり、時間
ごとに正確な値を算出することはできないため、時間帯の件数の平均を時間単位で
振り分けて集計した。その結果、Figure 3‐5 のヒストグラムが得られた。 
 
3‐3‐5. 微生物増殖予測モデルの作成 
 各温度の菌数データに新ロジスティックモデルをフィッティングさせることで、
各温度でのパラメーターN max、m（対数増殖期後期の曲率に関するパラメーター）
および n（誘導期タイムラグに関するパラメーター）を算出し、その平均値を変動条
件に対応した増殖予測モデルの N max、m、n 値とした（Table 3‐6）。速度定数 k
は平方根モデルより予測した値を用いた（Table 3‐7）。 
  
3‐3‐6. リスク評価モデルの構築 
フードチェーン各段階の腐敗変敗に影響を与える要因を、不確実性を考慮した確
率分布としてモデル化した。Microsoft Excel のスプレッドシート上に定義した関数
式を段階別に以下に示す。なお、モンテカルロ・シミュレーションソフト@RISK は、
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Microsoft Excel にアドインできるソフトウェアである。関数式の Risk****（****
は確率分布）は@RISK の提供する分布関数である。 
＜製造段階＞ 
微生物汚染率；二項分布で表した。パラメーターp（各試行における汚染確率）は、 
標本抽出したサンプルの菌群（A～E）ごとの汚染率（結果 3‐3‐2）を基にβ分布
で表した 65)。［関数式：RiskBinomial{1, RiskBeta (汚染検体数+1, 標本数‐汚染検
体数+1) }］ 
汚染菌量；最確数（Most Probable Number：MPN）5 本法により初期汚染菌量を 
確率的に算出した。MPNの原理は細菌の分布がポアソン分布（Poisson distribution） 
に従うという考え方に基づいているため、初期菌量の確率分布は MPN 平均値のポ 
アソン分布で定義した。［関数式：RiskPoisson(MPN 平均値)/180］ 
冷蔵庫までの時間；充填・包装後、冷蔵庫に搬入されるまでの時間を平均 5 分、標
準偏差 10 の対数正規分布で表した。製造工場における搬入時間は通常稼動で 5 分以
内と想定され、また、トラブルなどで外包装に滞留した製品は 15 分以内に冷蔵庫に
強制搬入するため、上記パラメーターを採用した。［関数式：RiskLognorm(通常搬
入時間,標準偏差)］ 
＜流通段階＞ 
軒先下ろし；販売店への荷物搬入の際に軒先下ろしを実施している確率は、実態調
査の結果から 27%とし、離散分布で表した。［関数式：RiskDiscrete({0,1},{冷蔵庫に
直接搬入する確率,軒先下ろしを実施する確率}) 
経過時間（軒先に下ろしてから冷蔵庫に搬入するまで）に関しては、詳細なデー
タを取得することができなかったため、関係者への聞き取りを基にヒストグラムを
作成し、リスク分析ソフトウェア@RISK の Best Fit 機能（データを読み取り、デー
タに適合する分布関数を提示する）を用いて平均 3.54 時間、最大 9 時間のパート分
布（Pert distribution）で表した。［関数式：RiskPert(0,平均時間,最大時間)］ 
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＜宅配段階＞ 
保冷シート；配送時に保冷シートを使用する確率は、実態調査の結果を採用して 80%
とした。［関数式：RiskDiscrete({0,1},{保冷シートを使用する確率,使用しない確率})］ 
宅配時間：宅配にかかる時間は、牛乳販売店の規模と宅配状況を反映したシナリオ
を想定し、最初の配達場所に到着する 10 分後から一般的な最大宅配時間である 3 時
間までは等確率、それ以降は、販売店によっては 5 時間かかることを考慮し、確率
を徐々に減尐させた。関数は、リスク分析ソフトウェア@RISK 上の一般分布
（General distribution）により定義した。［関数式：RiskGeneral(最小時間、最大
時間,{最小時間,均等最大時間,最大時間}, {1,1,0}］ 
蓄冷剤；宅配受箱に製品を届ける際に蓄冷剤を使用する確率は、実態調査の結果を
採用して 80%とした。［関数式：RiskDiscrete({0,1},{蓄冷剤を使用する確率,使用し
ない確率})］ 
＜消費段階＞ 
受け取り時間；宅配製品を受箱から取り出すまでの時間に関するアンケート調査に
より得られたヒストグラム（受け取りまでの時間と確率）を、リスク分析ソフトウ
ェア @RISK 上の一般分布（ General distribution ）で表した。［関数式：
RiskGeneral(最小時間,最大時間,受け取りまでの時間,確率)］ 
 
構築したリスク評価モデルの全体構造を Figure 3‐6 に示した。本モデルの構成
は大きく 3 工程に分類される。製造段階で汚染する微生物の種類（A～E 菌群）と初
期汚染量（第 1 工程）、製造から流通、消費段階で、法令保存温度 10℃を逸脱する
累積時間（第 2 工程）、汚染菌（A～E 菌群）の増殖予測（第 3 工程）である。第 3
工程の増殖予測は、3‐3‐5 で作成した増殖予測モデルに第 1 工程の初期汚染量（初
発菌数）と第 2 工程の時間を自動入力させ、変動温度履歴（宅配受箱にビン牛乳を
放置したときの 1 日の温度履歴、データロガーを仕掛けて測定）に従い最終菌数を
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予測する。また、得られた最終菌数の確率分布から、菌群別に腐敗変敗到達菌数を
超える確率（ppm）が@RISK 関数式［｛RiskXtoQ(最終菌数,腐敗変敗到達菌数)｝
*1000000］にて自動で出力される。腐敗変敗到達菌数は、安全側での評価を実施す
るために 3‐3‐3．（飲用乳で腐敗変敗を引き起こす菌量）の菌数の端数を切り捨て、
A, E 菌群：106cfu/ml、C, D 菌群：107cfu/ml 、B 菌群：108cfu/ml に設定した。 
 
3‐3‐7. シミュレーションの実行と結果分析 
 @RISK を用いて 100 万回のモンテカルロシミュレーションを実行した。宅配ビン
飲用乳が法令保存温度 10℃を越える温度に曝される時間は、最小 0.0043 分、最大
35.8時間で、平均時間は2.28時間、90パーセンタイル値は7.82時間であった（Figure 
3‐7）。また、消費時点で製品が腐敗変敗する確率は、2.3ppm で、内訳は A 菌群
0.9ppm、C 菌群 1.4ppm と推定された（Table 3‐8）。次に、シミュレーション結果
を使用して、不確実性要因と結果指標（最終菌数）との間の標準回帰係数を計算し、
これにより各不確実性要因の最終菌数への影響度を分析した。その結果、影響度の
高い要因は、順に「C 菌群による製品汚染」、「顧客が宅配受箱から製品を受け取る
時間（蓄冷剤のない受箱に放置される時間）」、「軒先下ろし時間」であった（Figure 
3‐8）。 
 
3‐3‐8. ナイシン A 添加のよるリスク低減効果の推定 
ESL ビン飲用乳にナイシン A を 40IU 添加した場合の腐敗変敗率は 1.6ppm で、
非添加区（通常飲用乳）に比べて 0.7ppm 低下すると推定された（Table 3‐8）。腐
敗変敗の原因菌は C 菌群で、非添加区に見られた A 菌群による腐敗変敗の発生は抑
止できると推察された。一方、C 菌群単体では、非添加区に比べて腐敗変敗率が
0.2ppm 増加しており、ナイシン A が C 菌群の増殖促進に寄与している可能性が考
えられた。 
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FIGURE 3-3. Flow chart of risk assessment model 
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TABLE 3-4. Identified species and classified with six of spoilage bacteria in ESL milk-based 
drinks.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Colony
morphology
Colony
color
Gram
 positive +
/negative -
Spore
forming
Oxidase
reaction
Catalase
reaction
A  Sporulating aerobes + + 1.29
Bacillus licheniformis , B. subtili ,
B. thuringiensis , ○B. cereus,
Brevibacillus agri ,
Brevibacterium halotolerans ,
Paenibacillus naphthalenovorans
B  Heterotrophic bacteria 
Dark yellow
Light pink - - 0.11
○Sphingomonas sp., Sp. xenophagum ,
Sp. yanoikuyae , Methylobacterium sp.
C  Enterobacteriaceae - - - 0.75
Acinetobacter baumannii , Citorobacter freundii ,
○Enterobacter cloacae ,
Klebsiella pneumoniae , Serratia marcescens
D
 Glucose non-
fermenting
 gram negative bacilli
- - + 0.43
Chryseobacterium indologenes ,
○Pseudomonas  sp.,
P. putida ,  P. libanensis ,
Stenotrophomonas sp., Moraxella osloensis
E
 Non-spore forming
 Catalase positive
 gram positive bacteria
+ - + 0.41
○Microbacterium sp., Lactococcus sp.,
Staphylococcus epidermidis , S. warneri ,
Exiguobacterium acetylicum ,
Corynebacterium falsenii , Arthrobacter  sp.
F Lactic acid bacteria + - - 0.00
Bacterial species isolated from ESL milk
○the most frequently species
Gram stain  Biochemical tests
Group
 Name of
 bacterial group
Differential point
Contami-
nation
Rate
(%)
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TABLE 3-5.  Milk spoilage and bacterial content for each indicator bacterium of 5 groups   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bacterial Group
/ Indicator bacterium
Temper-
ature
    Upper : Incubation time /Lower: cell number (Log cfu/ml)
Group A 10℃ 0H 14H 18H 22H 48H
B. cereus 0.30 - - - -
15℃ 0H 18H 22H 48H
0.30 - - -
25℃ 0H 8H 14H 16H 20H 24H 28H 32H
0.30 - - 4.62 6.82 7.30 7.87 8.08
35℃ 0H 8H 14H 16H 18H 24H 26H 28H 30H
0.30 - 6.04 5.98 6.51 6.99 7.41 7.30 7.92
Group B 0H 22H 50H 141H
Sphingomonas sp. 3.26 - 1.60 4.62
0H 18H 22H 41H 49H 112H 117H 136H 141H
3.26 - - - - - 6.88 6.89 7.11
0H 14H 18H 22H 26H 41H 49H 120H
3.26 - - - 4.62 5.84 6.43 9.26
0H 14H 18H 22H 26H 41H 45H 49H 54H 58H 120H
3.26 - - - 5.15 6.95 7.38 7.82 7.73 7.79 9.97
0H 14H 18H 22H 41H 45H 112H
3.26 - - - 7.43 7.72 9.94
Group C 0H 4H 13H 19H 50H 53H 56H 80H
E. cloacae 1.04 - - - - - - -
0H 4H 13H 19H 27H 38H 47H 50H 53H 56H 80H
1.04 - - - - - - - - - -
0H 4H 6H 11H 13H 15H 17H 19H 21H 27H 31H 38H
1.04 - - - - - - 5.96 6.15 7.86 7.83 7.97
0H 4H 6H 11H 13H 15H 17H 19H 21H 27H 29H
1.04 - - - - - - - 7.76 7.76 7.96 7.88
Group D 0H 4H 8H 12H 16H 22H 26H 30H
Pseudomonas  sp. 1.79 - - - - - - 1.45
0H 4H 8H 12H 16H 22H 26H 30H
1.79 - - - - - - 3.41
0H 4H 8H 10H 12H 14H 16H 20H 22H 24H 26H 30H
1.79 - - 2.35 3.70 4.67 5.61 5.81 7.57 7.96 8.23 8.49
0H 4H 8H 10H 12H 14H 16H 20H 22H 24H 26H
1.79 - - 5.52 7.51 8.12 8.36 8.21 8.45 8.44 8.52
Group E 0H 4H 8H 26H 31H 36H 52H
Microbacterium  sp. 1.18 - - - - - -
0H 4H 8H 12H 21H 28H 31H 34H 36H 38H 40H 42H
1.18 - - - - - - - - 0.30 0.60 0.30
0H 4H 12H 16H 23H 26H 28H 31H 34H 36H 38H
1.18 - - 1.57 3.85 4.69 4.89 5.79 6.56 6.99 7.42
0H 4H 12H 16H 18H 21H 23H 26H 28H 31H 34H 36H
1.18 - 4.60 6.65 7.14 7.65 7.49 7.64 7.63 7.48 7.58 7.69
－：Taste and Flavor are good Noticing a foul odor in comparison with normal product
Noticing a foul odor slightly
Nearly-spoiled
Fully-spoiled
10℃
15℃
25℃
35℃
10℃
15℃
25℃
35℃
10℃
15℃
30℃
35℃
25℃
35℃
25℃
15℃
10℃
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FIGURE 3-4. Change in product temperature of bottled milk-based drink during 
home-delivery 
(a) Delivery during nighttime hours, (b) Delivery during daylight hours 
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FIGURE 3-5. Length of time required to take the bottled milk-based drink products 
from delivery box 
（The number of valid responses 1977,  Collection rate 33.6 %） 
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TABLE 3-6. Parameter values of the new logistic model for the growth curve at 
dynamic temperatures 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TABLE 3-7. Parameter and statistics of square root model for the growth rate at 
various constant temperatures 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) Milk
Bacterial group A group B group C group D group E group
Indicator strain Bacillus cereus Sphingomonas sp. Enterobacter cloacae Pseudomonas sp. Microbacterium sp.
N max (Log cfu m-1) 8.448 9.177 9.355 8.600 8.193
m 2.247 191.356 1.201 0.725 10.894
n 9.197 14327796.982 10.641 16.315 5.769
(b) 40 IU nisin A in Milk
Bacterial group A group B group C group D group E group
Indicator strain Bacillus cereus Sphingomonas sp. Enterobacter cloacae Pseudomonas sp. Microbacterium sp.
N max (Log cfu m-1) 8.437 9.213 9.340 8.348 n.g
m 9.809 191.261 4.259 62.910 n.g
n 5.314 14327796.579 15.786 13147.786 n.g
n.g：no growth
(a) Milk
Bacterial group A group B group C group D group E group
Indicator strain Bacillus cereus Sphingomonas sp. Enterobacter cloacae Pseudomonas sp. Microbacterium sp.
b 0.036 0.009 0.044 0.024 0.021
T min (ºC) 2.01 -7.07 2.80 -3.42 -2.1
r
2 0.9914 0.9667 0.9984 0.9967 0.999
(b) 40 IU nisin A in Milk
Bacterial group A group B group C group D group E group
Indicator strain Bacillus cereus Sphingomonas sp. Enterobacter cloacae Pseudomonas sp. Microbacterium sp.
b 0.025 0.009 0.034 0.025 n.g
T min (ºC) -0.29 -8.77 -0.96 -3.32 n.g
r
2 0.7868 0.9796 0.9998 0.9937 n.g
n.g：no growth
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FIGURE 3-6．Overall structure of predictive risk assessment model for home delivery 
bottled ESL milk-based drinks 
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FIGURE 3-7. Probabilistic distribution of exposure time over 10˚C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 3-8．Sensitivity analysis of attained bacterial cells at the consumption by 
regression coefficient 
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TABLE 3-8. Probability of bacterial spoilage in ESL milk-based drinks with or without nisin 
A of Home Delivery System   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Milk Nisin 40 IU in Milk
A 10
7 
cfu/ml 0.9 ppm 0.0 ppm
B 10
8
 cfu/ml 0.0 ppm 0.0 ppm
C 10
7
 cfu/ml 1.4 ppm 1.6 ppm
D 10
7
 cfu/ml 0.0 ppm 0.0 ppm
E 10
6
 cfu/ml 0.0 ppm 0.0 ppm
Total 2.3 ppm 1.6 ppm
Probability of bacterial spoilage
The number of
Bacteria for spoilage
Bacterial
group
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第４節 考察 
 
 ESL ビン飲用乳の宅配販売ルートを対象に、腐敗変敗リスクを定量評価できる確
率論的リスク評価モデルを構築した。 
第 1 ステップとして、リスク評価の対象範囲である ESL ビン飲用乳を製造してか
ら最終消費者が消費するまでの各段階において、腐敗変敗菌による汚染と増殖に影
響を及ぼす要因を整理し、フードチェーンに沿って有機的に連結させたリスク評価
モデルフローを作成した（Figure 3‐3）。各要因の条件は一定ではなく、不確実性
と変動性が存在する。そこで、調査で得られたデータを基に、各要因の不確実性と
変動性を確率分布（確率密度関数）で表し、Microsoft Excel のスプレッドシートの
セル上に定義した。製品に汚染する腐敗変敗菌は、原料由来の一次汚染菌から加熱
殺菌後に製造環境から汚染する二次汚染菌まで、さまざまな菌種が存在する。本章
ではその多種多様な腐敗変敗菌を、形態的、生化学的性質に基づいた簡易同定法に
より 6 つの菌群に分類した。簡易同定法は、細菌同定検査キットや遺伝子解析技術
を必要とせず、乳業メーカーの製造工場で一般的に使用されている検査技術を組み
合わせたものであるが、耐熱性の芽胞を形成する微生物（A 菌群）、水由来の従属栄
養細菌（B 菌群）、大腸菌群を含む腸内細菌科菌群（C 菌群）、Pseudomonas 属など
のブドウ糖非発酵グラム陰性桿菌（D 菌群）、乳酸菌以外のグラム陽性菌（E 菌群）、
乳酸菌（F 群）の分類が可能である。また、各菌群に属する菌種は、生育環境や棲
息場所、そして熱、薬剤に対する抵抗性や温度増殖性などの物理的性質が類似して
いるため、各菌群の微生物を対象としたリスク管理措置、微生物制御が可能となる。
本調査で微生物強制务化試験を行った ESL ビン飲用乳から乳酸菌（F 菌群）が検出
されなかったことから、F 菌群はその後のリスク評価の対象から除外した。しかし、
国内の乳業工場では、ESL 飲用乳と液状発酵乳（のむヨーグルト）を同一ラインで
製造することが多く、ラインの洗浄不良や製造環境の清浄化に不備があると乳酸菌
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（F 菌群）による製品汚染が発生する可能性がある。ESL ビン飲用乳における F 菌
群の検出頻度は低いが、製造ラインに絶えず持ち込まれる菌として、リスク評価モ
デルに加えることが望ましいと考える。 
 第 2 ステップとして、ESL ビン飲用乳に汚染した腐敗変敗菌が、流通、保存中で
受ける温度履歴によりどのように変動するかを求めるために、増殖予測モデルを適
用した。食品中での微生物の増殖、死滅などの挙動を、数学モデルを用いて予測す
る研究（この研究分野を予測微生物学という）は 1980 年代後半から欧米を中心に活
発に行われ、これまで国際的にいくつかの増殖モデルが発表されている 52)。その中
でも、コンペルツモデル 53)とバラニーモデル 54)がよく知られており、イギリス農水
食糧省後援の下に開発された UK Food MicroModel67)やアメリカ農務省の病原菌モ
デル Pathogen Modeling Program68)で使用されている。しかしながら、コンペルツ
モデルは数学的に変動温度には適用困難であり 55) 56)、バラニーモデルは変動温度下
での増殖にうまく対応できない場合があり 61)、一定温度下では有効であるが、変動
温度下には適用できない欠点があった。 
2003 年に藤川らが、各種温度条件下で微生物増殖を高い精度で予測できる数学モ
デル開発した 45)。本モデルは、生物個体数を表すために以前から使われていたロジ
スティックモデルを基に作成されており、新ロジスティックモデルと名づけられて
いる 57)。これまで大腸菌、サルモネラ、黄色ブドウ球菌の温度変動下の増殖挙動を
高い精度で予測できることが確認されており 56, 58, 59)、液体培地中の大腸菌増殖、牛
乳中の黄色ブドウ球菌増殖とエンテロトキシン生産量、液体培地中の腸炎ビブリオ
増殖を予測できるモデルが一般ユーザー向けに開発され、Web 上に無償で公開され
ている 52)。本章では温度変動に対応可能な新ロジスティックモデルを、ESL ビン飲
用乳の腐敗変敗菌に適用することとし、各菌群から選定した菌株の牛乳中での増殖
データを基に、新ロジスティックのパラメーターを決定した。本モデルの増殖速度
定数（r）は、Ratkowsky の平方根モデル 47)を採用し、温度と増殖速度定数との関
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係式で表した。作成した増殖予測モデルについては、C 菌群 E. cloacae を試験菌に、
変動温度における実測値と予測値を比較し、高精度に予測できることを確認した(デ
ータ未掲載）。 
 第 3 ステップとして、消費時点の腐敗変敗リスクの定量化を行った。リスク評価
モデルに定義した不確実要因のモンテカルロシミュレーションを実行し、消費時点
で ESL ビン飲用乳に含まれる腐敗変敗菌 A～E 菌群の菌数分布を得た。モンテカル
ロシミュレーションは、起こりうる全ての組み合わせを検討する手法で 69)、コンピ
ューター上で乱数を発生させ、不確実要素に定義した分布関数に従ってランダムに
値を抽出する。本シミュレーションは、定量的リスク評価においてよく知られた方
法で、起こりうる値の範囲やその発生率を分析することが可能である 60)。実際に、
JEMRA の「食品中の微生物学的リスク評価」や内閣府食品安全委員会の「食品に
より媒介される微生物に関する食品健康影響評価」において、確率論的定量的リス
ク評価手法として採用されている 61, 62)。本章では製品 100 万本を想定して、シミュ
レーションを 100 万回繰り返した。得られた菌数の確率分布から、消費時点で製品
が腐敗変敗する確率は 2.3ppm と推察された。国内チルド飲用乳市場における腐敗
微生物を原因とする品質务化品に対する苦情件数は一般に公開されていないため、
本章で作成したリスク評価モデルの精度を検証することはできないが、国内乳業メ
ーカーの多くが、通常品の市場での品質水準をppmレベルで管理していることから、
予測値と実際値に大きな乖離はないものと考える。 
腐敗変敗発生率のシミュレーション予測に加えて、各関連要因の影響度を推定す
る感度分析を行った。感度分析とは、1 つの不確実性要素がワーストケースからベス
トケースへ変化した場合、ターゲットとなる項目がその変化によってどの程度影響
を受けるかを調べる分析法であり 69)、@RISK の感度分析機能を利用することで、影
響度の高い方から順に並べたトルネードグラフ（Figure 3‐8 のグラフ）が出力でき
る。宅配ルートの ESL ビン飲用乳の場合は、影響度の高い順に、「C 菌群による製
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品汚染」、「顧客が宅配受箱から製品を受け取る時間（蓄冷剤のない受箱に放置され
る時間）」、「軒先下ろし時間」と推定された（Figure 3‐8）。感度分析により得られ
た情報は、腐敗変敗リスク低減に向けた対策を検討する上で重要なヒントになる。
影響度の高い要因に対する諸対策の現実性と実行可能性、そして経済性を考慮の上、
具体的な方策を決定し、実行すれば、「宅配ルート ESL ビン飲用乳の微生物学的品
質向上」を効率的に実現することができると考える。 
 本章では、腐敗変敗リスクを低減させる手段の１例として、食品添加物ナイシン
（E243、主成分はナイシン A）の使用を想定し、ナイシン A を 40 IU 添加した場合
のリスク評価を行った。その結果、好気性芽胞形成細菌（A 菌群）の増殖を抑制す
ることにより、消費時点の腐敗変敗率が 0.7ppm 減尐した。その一方で、腸内細菌
科菌群（C 菌群）に対しては、ナイシン A は逆に増殖を促進し、C 菌群の腐敗変敗
率は 0.2ppm 増加した。グラム陰性菌細菌に対するナイシンの増殖促進効果は、
Phillips らが実施したナイシン 100 IU 含有ダブルクリームの 6℃および 10℃の保
存試験でも確認されている 70)。その原因は未だ解明されていないが、ナイシン A 産
生菌の代謝産物がグラム陰性菌の増殖に寄与したものと推察される。飲用乳の腐敗
菌制御にナイシン A の使用を検討する場合は、対象飲用乳の汚染実態（汚染率、汚
染菌種）を明らかにし、ナイシン A 感受性、非感受性菌に対する効果と最終リスク
への寄与度を総合的に判断して決定する必要がある。 
 ナイシン A は、日本の食品衛生法で定められた使用基準により使用できる食品が
制限されている。牛乳、加工乳、乳飲料等の飲用乳に添加することは法律で禁じら
れており、本章でリスク評価を行った宅配ルートの ESL ビン飲用乳には使用できな
い。しかし、海外においては、メキシコやペルー71)のようにナイシン A の対象食品
が指定されていない国や、中国のように液体乳製品の保存料として実際に使用され
ている国が存在する 63, 64)。世界には、生乳をはじめとする原材料の微生物学的品質
が安定せず、加熱殺菌後の飲用乳に腐敗微生物が一定量高頻度に混入する状況や、
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製造段階の微生物制御技術や流通段階の冷蔵技術の普及の遅れにより、飲用乳の広
域流通が図れない状況で、保存料（防腐剤）の添加が必要な国と地域が存在する。
飲用乳の腐敗変敗菌の大部分がナイシン A 感受性の A 菌群、E 菌群および F 菌群で
ある場合には、ナイシン A の添加が有効な手段となる。本章で作成した腐敗変敗菌
のリスク評価モデルは、現在の腐敗変敗リスクの予測と、ナイシン A 添加によるリ
スク低減効果の推定に役立つツールとなることが大いに期待された。 
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第４章 
 
 
 
乳製品に添加するナイシン素材の工業的調製法の確立 
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第１節 緒言 
 
 第 2 章および第 3 章で、Lactococcus lactis subsp. lactis が生産するナイシン A が
チルドプリンおよびチルド飲用乳の微生物制御や保存性向上に役立つことが示唆さ
れた。日本の厚生労働省が 2009 年 3 月に食品添加物として使用を許可したナイシン
は、L. lactis subsp. lactis の培養液から得られたナイシン A を主体とする抗菌性ポ
リペプチドと塩化ナトリウムの混合物であり 23, 83)、欧米も同様の規格が定められて
いる（第 2 章 Table 2－3）。食品の保蔵性向上を目的にナイシン A を利用する場合
は、一般に、市販品である商品名 Nisaplin®（Danisco A/S, Grindsted, Denmark）
などのナイシン A 製剤を購入し、販売国で設定された使用基準（対象食品と添加量）
に従って食品に添加する。日本国内では、数社がナイシン A 製剤を「ナイシンまた
はナイシン製剤」として販売しているが、すべて海外からの輸入品であり、その相
場価格は 4 万円～7 万円/kg と食品添加物としては高額で、食品に広く普及させるた
めの障害になっている 77)。Figure 4－1 に乳培地および糖培地を用いたナイシン A
製剤の製造工程図を示した。ナイシン A 製剤は、ナイシン産生 L. lactis の増殖に必
要な栄養成分を補充するために乳培地の酵素処理や糖培地への窒素源、ビタミン、
ミネラル等の添加が必要であり、また発酵後に数段階の精製工程や賦形剤（塩化ナ
トリウムを使用）の添加・混合工程を経て製剤化されるため、製造原価が高い原因
となっている。さらに、本製剤は要冷蔵品であり、輸入の際にドライアイス下で梱
包する必要性があることから、製造原価に高額な輸送費が上乗せされて上記の販売
価格帯となっている。 
幅広い食品群の中でも、とりわけ牛乳・乳製品はデフレ経済の長期継続により低
価格化が進行しており、製造業者および流通、小売業者は、薄利多売の販売形態を
強いられている。さらに、牛乳・乳製品の最大原料である生乳の買い取り価格（乳
価）が、配合飼料の価格高騰や円安の影響で上昇しており、牛乳・乳製品の製造業
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者はコストアップを吸収すべく自助努力を重ねている状況にある。そのため、利益
率の高い一部のチーズ製品を除いては、腐敗微生物の制御を目的に高額のナイシンA
製剤を乳製品に添加するのは現実的に厳しく、より安価で乳製品に添加可能なナイ
シン A 素材の開発が望まれる。 
 これまでに数多くの研究者により、乳培地を用いたバクテリオシン含有乳酸菌培
養物の製造方法や、合成培地もしくは乳清ホエー88～91)や焼酎粕 87)といった食品製造
副産物を利用した精製バクテリオシンの製造方法が開発されてきた。乳培地として
固形分 10%（w/w）のスキムミルク 84, 92)や乳清ホエー85, 93)を用い、NaOH 溶液添加
による中和培養によりバクテリオシンを最大量生産する方法が乳製品に添加する素
材の調製方法として一般的である。しなしながら、ナイシン A 生産菌 L. lactis subsp. 
lactis が増殖過程で産生する他の発酵産物や中和培養で生じた有機酸塩の風味への
影響が有り、それらを抑制、除去するための培養方法や脱塩方法の検討が必要であ
った。また、乳清ホエーを培地として利用した場合は、乳酸菌の生育培地として一
般的に使用されている MRS 培地や M17 培地に比べるとナイシン A 生産量は極めて
低く、十分なナイシン生産量を得るためには、乳清ホエーに酵母エキスやカゼイン
分解物などの栄養成分を補足する必要がある 82, 88～91)。 
一方、合成培地を用いてナイシン A を高濃度で取得する方法として、ナイシン A
生産菌の培養液を膜濃縮する方法や、連続培養により培地中にナイシンを蓄積する
方法 78)が挙げられる。しかしながら、濃縮法では分子が膜に吸着して濃縮液の抗菌
活性が低下すること、連続培養では複雑で高価な装置が必要であることから、高品
質のナイシン A 含有乳酸菌培養物の生産方法としては優れているものの工程簡略化
による初期投資（設備投資）の最小化およびランニングコスト縮小によるナイシン A
素材の低価格化を実現できる方法ではない。 
そこで本章では、乳製品の風味、物性等の理化学的品質に適合したナイシン A 素
材を、工業的に安価に製造する方法を確立することを目的として、①高いナイシン A
  - 89 - 
生産能力を有する L. lactis 株を株式会社明治 研究本部 微生物バンクの中からスク
リーニングし、②実用的な観点から、ナイシン A 生産菌の培養上清液を添加するこ
とを想定した乳培地を利用する高濃度培養法を検討し、③ナイシン A 素材の形態と
して噴霧乾燥粉および凍結ペレットの 2 通りの試作を通じて、最終的に素材の品質
評価を行うこととした。 
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            FIGURE 4-1. Manufacturing process of nisin products 
Food Safety Commission of Japan (2007)86) 
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第２節 材料および方法 
 
4‐2‐1. 試薬 
 本実験において、とくに断りのない限り、和光純薬工業株式会社（大阪）の特級
試薬または一級試薬を用いた。 
 
4‐2‐2. 器具、培地および試薬類の滅菌 
 本実験において使用する器具、培地および試薬類の滅菌処理は、とくに断りのな
い限り、121℃、15 分によるオートクレーブ滅菌で行った。 
 
4‐2‐3. 使用菌株、培地および培養条件 
 本章のナイシン A 生産株スクリーニング試験に使用する L. lactis 株は、株式会社
明治 研究本部 食機能科学研究所と品質科学研究所の微生物バンクの中から選定し
た。指標となるナイシン A 生産株 L. lactis subsp. lactis NBRC 12007 は独立行政法
人 製品評価技術基盤機構バイオテクノロジーセンターより購入した。L. lactis sp. 
lactis 株は、M17 培地（Becton Dickinson and Company、Franklin Lakes、New 
Jersey、USA）を用いて、30℃、16 時間の継代培養〔1% (v/v) 接種〕を 2 回行っ
た後、2,200 × g、10 分、4℃で遠心分離を行い、上清を取り除いた菌体を 30%（w/w）
グリセロール含有 10%（w/w）スキムミルクに懸濁して、－80℃で保存した。実験
に使用する際は、凍結保存菌を 40℃湯浴中で速やかに解凍して M17 培地 5ml に 1% 
(v/v) 接種し、30℃16 時間の継代培養を 2 回行った。ナイシンの抗菌活性の指標菌
に用いる Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002Tは第 2 章 第 2 節 
2‐2‐3.に記載した方法で培養した。 
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4‐2‐4. ナイシン高生産株のスクリーニング 
 L. lactis 全 109 株を M17 培地で 3 回継代培養［1%（v/v）接種、30℃16 時間培
養］後、2,200 × g、10 分、4℃で遠心分離を行い、上清を回収した。上清を 0.45μ
m セルロース混合エステルメンブレン（Merck Millipore Ltd., Cork, Ireland）を通
してろ過滅菌した。M17 培養液上清中の抗菌活性を、L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus JCM 1002Tを指示菌とする寒天拡散法にて測定し、活性値を Arbitrary 
Unit（AU）で表した。 
 
4‐2‐5. ナイシン前駆体構造遺伝子の塩基配列解析 
L. lactis 全 109 株を M17 寒天培地［M17 に Bacto Agar（Becton Dickinson and 
Company、Franklin Lakes、New Jersey、USA） を 2%（w/w）を加えて調製し
た］に画線塗抹し、30℃で 48 時間培養した。平板上に生育したコロニーを滅菌イノ
キュレーターで 1 白金耳掻き取り、第 3 章 第 2 節 3－2－5．に記載した方法で鋳
型 DNA を採取した。ついで、ナイシン前駆体構造遺伝子周辺の塩基配列より設計し
たプライマー（Figure 4‐2）を用いて、Figure 4－3 の条件で PCR 反応を行い、ア
ガロースゲル電気泳動により増幅産物を確認した。最後に第 3 章 第 2 節 3－2－5．
に記載した方法でサイクルシーケンスおよび塩基配列解析を行った。 
4‐2‐4. で特定したナイシン高生産株からナイシンAおよびナイシンZ生産株を
それぞれ 1 株選抜した。 
 
4‐2‐6. 選抜菌株のプロテアーゼ感受性試験 
 選抜菌株の M17 培養上清を 4‐2‐4. 記載の方法で回収し、0.45μm セルロース
混合エステルメンブレンを通してろ過滅菌した。ついで、培養上清を 2N－NaOH 溶
液を用いて pH7.5 に調整し、その後 Schillinger と Lϋcke 74)の方法に準じて以下の
プロテアーゼ処理を行った。すわなち、トリプシン、プロティナーゼ K、ペプシン、
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α－キモトリプシン（Sigma Aldrich,  USA）または、プロナーゼ E （Sigma Aldrich,  
Japan）を 10mM リン酸緩衝液 pH7.5 にて 50mg/ml に調製し、選抜菌株の M17
培養上清（pH7.5）に 20%（v/v）添加した。37℃で 5 時間反応させた後、L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus JCM 1002Tを混釈したMRS培地のウェルに50μl接種し、37℃、
24 時間培養後の阻止円の有無を確認した。 
  
4‐2‐7. ナイシン高生産株の増殖至適温度 
 ナイシン高生産株を M17 培地で 2 回継代培養［1%（v/v）接種、30℃16 時間培養］
後、L 字培養管の M17 培地に 1%（v/v）接種し、振盪温度勾配培養装置 ADVANTEC 
TN-2612（アドバンテック東洋、東京）にセットして 24℃～37℃で 24 時間培養し
た。培養中の培地の濁度の変化を経時的にモニタリングし、得られた濁度曲線の傾
きから世代時間を算出した。世代時間が最も短い（細胞分裂速度が最も速い）温度
付近を供試菌株の増殖至適温度とした。 
 
4‐2‐8. ナイシン検量線の作成 
 検量線用の標準物質としてナイシン標準品（日本公定書協会、東京）を用いた。
ナイシン標準品のナイシン力価 1 単位は、ナイシン A を含む抗菌性ポリペプチド
0.025μg に対応する。ナイシン標準品 0.4g を量り、0.1%（v/v）ギ酸溶液を加えて
溶解し、正確に 10ml とした（標準原液 40,000 単位/ml）。ついで標準原液を 5ml
とり、0.1%（v/v）ギ酸を加えて 10ml とした（この液 1ml は 10,000 単位を含む）、
この液を 6ml および 4ml とり、0.1%（v/v）ギ酸を加えて 10ml とした（6,000 単位
および 4,000 単位）。この捜査を繰り返し、5, 10, 20, 40, 60, 100, 200, 400, 600, 1000
および 2000 単位/ml の標準試料液とした。 
20%（w/w）スキムミルク 200μl を 1.5ml エッペンドルフチューブにとり、ナイ
シン標準液試料 200μl を加えてよく混合した。ナイシン標準液の 10%（w/w）スキ
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ムミルク懸濁液を、滅菌リン酸緩衝生理食塩水を用いて 2 倍ずつ段階的に希釈し、
L. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002Tを指標菌とした寒天拡散法により抗菌
活性を測定した。 
 
4‐2‐9. スキムミルクにおけるナイシン生産菌の増殖挙動と抗菌活性の推移 
 ナイシン A 高生産株を M17 培地で 2 回継代培養（1%［v/v］接種、30℃16 時
間培養）した後、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で 3 回遠心洗浄し、PBS に懸濁し
た菌液（洗浄菌）と 10%（w/w）スキムミルクで 2 回継代培養した培養液（スキム
ミルク継代菌）を用意した。次に、洗浄菌液およびスキムミルク継代菌を 5%（w/w）
および 10%（w/w）スキムミルクに初期菌数が 102または 106 cfu/ml になるよう接
種し、30℃で培養した。培養液を経時的にサンプリングし、乳酸菌数、抗菌活性を
測定した。乳酸菌数は乳等省令で指定の BCP 加プレートカウント寒天培地（栄研化
学、東京）を用いた混釈培養法（37℃、48 時間倍培養）で、抗菌活性は L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus JCM 1002Tを指標菌とした寒天拡散法で測定した。 
 
4‐2‐10. ナイシン生産菌の高濃度スターターの作製 
 ナイシン A 生産菌の高濃度スターターの種菌として、①10%（w/w）スキムミル
クで３回賦活（スキムミルク賦活）、②10%（w/w）スキムミルクで３回賦活し、5℃
で保存（マザー）、③10%（w/w）スキムミルクで３回賦活し、－80℃で凍結保存
（Working Cell Bank：WCB）を用いた。培地は、脱脂粉乳、乳糖、酵母エキスを
組み合わせて作製し、種菌を 0.1%（w/w）接種して、30℃で中和培養（25%［w/w］
NaOH で pH6.5 に制御）した。培養中の乳酸菌数を 4‐2‐9. 記載の方法で測定し
た。 
一部の培養液は、インライン型分散・粉砕機器 magic LABⓇ（IKAⓇ Werke 
Gmbh&Co. Kg, Königswinter,  Germany）でせん断力を与え、培養液の粘度を低
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下させた後、遠心分離（26,000 rpm, 10 min, 4℃）を行い、菌体を濃縮した。濃縮
前後の培養液および遠心分離上清の乳酸菌数を上述の方法で測定し、濃縮倍率とロ
ス率を算出した。 
 
4‐2‐11. スキムミルクにおけるナイシン A 高産生培養法の検討 
スターターとして、①M17 培地で 2 回賦活後、PBS で 2 回洗浄（M17 賦活洗浄）、
②10%（w/w）スキムミルクで３回賦活し、5℃で保存（マザー）、③10%（w/w）ス
キムミルクで３回賦活し、－80℃で凍結保存（WCB）、④4‐2‐10.で作製した濃縮
菌（高濃度スターター）を用いた。10%、20%、および 30%（w/w）スキムミルク
にスターターを 0.1%（w/w）接種し、25℃から 37℃で最大 48 時間培養した。培養
液を経時的にサンプリングし、pH、乳酸菌数、抗菌活性を測定した。乳酸菌数およ
び抗菌活性は 4‐2‐9. 記載の方法で測定した。 
   
4‐2‐12. ナイシン A 生産菌スキムミルク培養液の濃縮法の検討 
M17 培地で賦活したナイシン A 生産菌を、10%（v/v）スキムミルクに 0.1%（v/v）
接種し、30℃で 12 時間培養した（スキムミルク培養液）。遠心式薄膜真空蒸発装置
エバポール（大川原製作所、東京）を用いて、蒸発温度 32℃、蒸気圧力 0.52 kg/cm2
の条件で蒸発、濃縮し、濃縮率 2 倍および 3 倍のスキムミルク培養液を得た。濃縮
前後のサンプルを採取し、乳酸菌数と抗菌活性を 4‐2‐9. 記載の方法で測定した。 
 
4‐2‐13. ナイシン A 生産菌の乳培地培養液の遠心分離による除菌方法の検討 
 M17 培地で賦活したナイシン A 生産菌を、10%（v/v）スキムミルクおよび牛乳
（130℃2 秒殺菌、株式会社明治、東京）に 0.1%（v/v）接種し、30℃で 16 時間培
養した（乳培地培養液）。高速冷却遠心機 Suprema 25（株式会社トミー精工、東京）
にコネクタ式の連続式ローターを設置し、回転数 8,000 rpm、流量 200ml/min、温
  - 96 - 
度 15℃で乳培地培養液を連続的に 2 回遠心分離した。遠心分離前後のサンプルを採
取し、乳酸菌数と抗菌活性を 4‐2‐9. 記載の方法で測定した。 
 
4‐2‐14. ナイシン A 生産菌スキムミルク培養液の加熱殺菌の検討 
4‐2‐12.の方法で 10%（w/w）スキムミルクおよび牛乳のナイシン生産菌培養液
を調製した。また、NisaplinⓇ （Danisco A/S, Grindsted, Denmark）を 0.75%（w/w）
NaCl を含む 0.02N HCl 溶液に溶解し、1N NaOH 溶液で pH3.0 に調整した後、遠
心分離（10,000 rpm, 10 分間、4℃）して上清を回収し、0.45μm セルロース混合エ
ステルメンブレン（Merck Millipore Ltd. Cork, Ireland）を通してナイシン A 溶液
をろ過滅菌した。ナイシン A 溶液を「ナイシン A を含む抗菌性ポリペプチドの含量
が 3ppm（w/w）」になるように 10%（w/w）スキムミルクおよび牛乳に加えた（ナ
イシン A 添加乳培地）。 
 ナイシン A 生産菌乳培地培養液またはナイシン A 添加乳培地を、小型連続式 UHT
装置 POWERPOINT Tube‐in－Tube Heat Exchanger ECONOLLAB－P MK（パ
ワーポイント・インターナショナル、埼玉）または高圧蒸気滅菌機（平山製作所、
埼玉）を用いて加熱処理を行い、加熱前後の乳酸菌数および抗菌活性を 4‐2‐9. 記
載の方法で測定した。 
 
4‐2‐15. 噴霧乾燥によるナイシン A 含有脱脂粉乳の作製 
 ナイシン A 生産菌のスキムミルク培養液を、TR160 ターニング式スプレードライ
ヤー（株式会社プリス、東京）または Niro Pilot Spray Dryer（GEA NIRO A/S, 
Soeborg, Denmark）を用いて噴霧乾燥した。スプレードライヤーの本体下およびサ
イクロンの乾燥粉体を回収し、乳酸菌数、抗菌活性を 4‐2‐9. 記載の方法で測定し
た。 
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4‐2‐16. ナイシン A 含有脱脂乳凍結ペレットの作製 
Figure 4－4 に示した凍結ペレット化装置を使用した。アイスバスで 7℃に冷却し
たナイシン A 生産菌脱脂乳培養液をエアー圧送方式でノズルに送液し、窒素容器内
に液滴を滴下した。液体窒素内で凍結した菌液を網杒子ですくい上げて回収し、4‐
2‐9. 記載の方法で乳酸菌数、抗菌活性を測定した。 
 
4‐2‐17. ナイシン A 含有乳素材の香気成分分析 
 ナイシン A 含有脱脂粉乳およびナイシン A 含有脱脂乳ペレットの風味特徴を明ら
かにするために、GC/MS による香気成分分析を第 2 章 第 2 節 2－2－11.の方法で
実施した。  
 MS は SIM モードで検出し、得られた香気成分のピーク面積値から、脱脂粉乳（対
照）の面積値を 1.0 としたときの面積比を算出した。 
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FIGURE 4-2. Designed primers of nisin precursor gene for PCR amplification 
                                                 Kawai et al. (1999)94) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Forward primer (NiF)
Reverse primer (NiR)
　　5'-GAG TAC AAA AGA TTT TAA TCC GG-3'
　　5'-TTT ACT TAC GTG AAT ACT AC-3'
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FIGURE 4-3. Reaction conditions and components for nisin precursor gene 
 
 
 
 
 
 
 
 
Components of PCR reagents
Primer  NiF (20pmol/μl） 0.8 μl
            NiR (20pmol/μl)
0 . 8 μ l
D N A  s o l u t i o n 4 μ l
10×PCR buffer
4
μl
d N T P  m i x t u r e 3 . 2 μ l
Takara Taq TM polymerase 0.2 μl
H2O 27 μl
4 0 μ l
PCR　cycle condition
Pre-denaturation 95℃ 5 min
Denaturation 94℃ 30 sec
Annealing 55℃ 30 sec 30 cycles
Extention 72℃ 30 sec
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FIGURE 4-4. View showing a frame format of freezing pelletization 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
P
Air
① Medium bottle
② Pressure regulating valve
③ Nisin skim milk
④ Nozzle
⑤ Liquid nitrogen
⑥ Liquid nitrogen bath
⑦ Collection skimmer
⑧ Ice water bath
②
①
③
④
⑦
⑤⑥
⑧
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第３節 結果 
 
4‐3‐1. ナイシン A 高生産株のスクリーニング 
 Table 4‐1 にスクリーニング試験に供試した L. lactis 全 109 株の分離源と M17
培養上清の L. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T に対する抗菌活性値
（AU/ml）を示した。抗菌活性を有した菌株は、17 株（/109 株）存在し、その中で
最も高い活性値（2,500 AU/ml）を示した株は、北海道地区生乳由来の L. lactis subsp. 
lactis OLS 3935 株, 3996 株および 4048 株とナイシン A 生産株である L. lactis 
subsp. lactis NBRC 12007 株であった。続いて、ナイシン前駆体構造遺伝子の塩基
配列を解析し、既知のナイシン A および類縁体のナイシン Z およびナイシン Q との
相同性比較によりナイシン種を特定した。その結果、ナイシン A およびナイシン Z
前駆体構造遺伝子を保有する菌株が確認された（ナイシン A は、5’末端から 149‐
151 番目の塩基配列がヒスチジンをコードする CAT で、ナイシン Z はアスパラギン
をコードする AAT である）（Table 4‐2）。抗菌活性を有した株の中から、ナイシン
Aおよび Zの高生産株の候補として、L. lactis subsp. lactis OLS 3935株および 3996
株を、それぞれ選抜した。また、今後の試験で、L. lactis subsp. lactis NBRC 12007
株（ナイシン A 生産株）を対照として用いることとした。 
 
4‐3‐2. タンパク質分解酵素処理によるバクテリオシン生産性の検定 
 L. lactis subsp. lactis OLS 3935 株および 3996 株の生産する抗菌性物質がタンパ
ク質、ペプチド性のバクテリオシンか否かを、タンパク質分解酵素であるトリプシ
ン、プロティナーゼ K、アクチナーゼ E、トリプシン、ペプシンあるいはα－キモ
トリプシンを用いて検討した。その結果、ペプシン処理では活性は失われず、α－
キモトリプシン処理では活性がほとんど低下しなかったが、プロティナーゼ K、ア
クチナーゼ E およびトリプシン処理では、活性が大幅に低下した（Table 4－3）。し
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かし、上記タンパク質分解酵素にて抗菌活性が完全に消失することはなかった。 
 
4‐3‐3. ナイシン A 高生産株の増殖至適温度 
 L. lactis subsp. lactis OLS 3935 株および 3996 株の増殖至適温度を、M17 培地培
養中の濁度曲線から算出した世代時間により推定した。その結果、OLS 3935 株およ
び 3996 株の増殖至適温度は、30～37℃付近にあると推定された（Table 4‐4）。 
 
4‐3‐4. スキムミルク中のナイシン A の検量線の作成 
ナイシン標準物質を 10%（w/w）スキムミルク中に 0.0625～250μg/ml になるよ
うに添加し、各濃度の抗菌活性（AU/ml）を測定した。各標準濃度を横軸に、抗菌
活性値を縦軸に表し、最小二乗法により近似曲線を描いた。相関係数 R≧0.99（決
定係数 R2=0.9945）で許容可能な直線性を示した（Figure 4‐5）。 
 
4‐3‐5. スキムミルク中のナイシン A 生産菌の増殖挙動と抗菌活性の推移 
 M17 賦活菌を PBS で 3 回洗浄し、培地成分を取り除いた菌（洗浄菌）とスキム
ミルクで賦活培養したスキムミルク継代菌を 5%（w/w）および 10%（w/w）スキム
ミルクに初期菌数が約 102cfu（低濃度）および約 106cfu/ml（高濃度）になるよう接
種し、30℃で培養した。培養中の乳酸菌数と抗菌活性の推移を Figure 4-6 に示した。
乳酸菌数は、洗浄菌、スキムミルク継代菌ともに培養時間の経過に伴い増加した。
スキムミルク濃度（5%および 10%）による増殖挙動の差異は認められなかった。一
方、抗菌活性は、初期菌数 106cfu/ml（高濃度）の場合において、5%および 10%ス
キムミルク中で培養 3 時間目に 312,500AU/ml（底 5 の対数値で 7.86）に達した。
初期菌数 102cfu/ml（低濃度）の場合は緩やかに上昇し、10%スキムミルク中では 12
時間目に 312,500AU/ml に達した。5%スキムミルク中では、培養 16 時間の時点で
62,500AU/ml（底 5 の対数値で 6.86）の活性値を示した。 
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4‐3‐6. 高濃度スターターの調製 
 スターターの種菌として３種類（①スキムミルク賦活、②マザー、③WCB）用い、
接種率は、大量生産を想定して 0.1%（w/w）とした。培養温度、攪拌速度および pH
をそれぞれ 30℃、250rpm および pH6.5 に制御して本培養を行った。培地組成を
Table 4‐5 に、菌の増殖曲線を Figure 4－7 に示した。乳糖と酵母エキス、または
酵母エキスが添加されていない培地（Table 4‐5 、Figure 4－7、No.3 および No.4）
は菌数が 108cfu/ml 以上に増殖しなかった。スキムミルク、乳糖、酵母エキスの混
合培地は 1010cfu/ml レベルまで増殖した。種菌①③は類似した増殖挙動を示すが、
種菌②は冷蔵中の細胞損傷により、①③に比べて培養 14 時間までの増殖が緩やかで
あった。 
 次に No.5 （Table 4‐5. No.5）の 12 時間培養液を用いて菌体濃縮を試みた。培
養液を遠心分離（26,000rpm, 10min）して上澄み液を除去し、濃縮菌液の菌数を測
定した結果、処理前に比べ 8.2 倍の菌数を得ることができた。また、培養液を高せ
ん断ミキサーで分散・均一化した後、遠心分離したところ、高せん断ミキサーの処
理回数（パス数）３回で、1011cfu/ml（濃縮倍率 13.7 倍）の菌体を得ることができ
た。しかし、１回、２回のパス数では、せん断処理の効果は見られなかった（Table 
4‐6）。 
 
4‐3‐7. スキムミルクにおけるナイシン A 高産生培養法の検討 
 スターター4 種類（①M17 賦活洗浄、②マザー、③WCB、④13.7 倍濃縮スタータ
ー：高濃度スターター）と濃度 4 水準のスキムミルク（10, 20, 30%[w/w]）を用い、
接種率 0.1%(w/w)、温度 25℃～37℃で培養し、pH、乳酸菌数、抗菌活性の推移を確
認した。培養温度 35℃および 37℃では培養 11 時間時点で pH が 5.5 を下回り、凝
集物が確認された。4 種スターターの中で、乳製品添加を想定した風味品質の観点
（pH の低下を抑えつつナイシンを産生する）で最も効率よくナイシン A を産生で
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きたのは、④高濃度スターターであった（以上、データ未掲載）。 
④高濃度スターターを 10%, 20%および 30%（w/w）スキムミルクに 0.1%（w/w）
接種して 30℃で培養した場合、10%スキムミルクに比べて 20%および 30%スキムミ
ルクは、菌数が 1 オーダー上昇し、抗菌活性は約 8 倍高い結果となった。スキムミ
ルク濃度 20%と 30%で大きな差異は認められなかった（Figure 4－8）。 
 
4‐3‐8. ナイシン A 生産菌スキムミルク培養液の濃縮 
10%（w/w）スキムミルク培養液を遠心薄膜蒸発器エバポールで 2 倍および 3 倍
に濃縮し、乳酸菌数および抗菌活性を測定したところ、対照（非濃縮）と比較して、
乳酸菌の菌数変化および抗菌活性の低下は確認されなかった（Table 4－7） 
 
4‐3‐9. ナイシン A 生産菌スキムミルク培養液の遠心分離による除菌効果 
 除菌セパレーターによる 2 段除菌システムを模して遠心除菌を行った。10%スキ
ムミルク培養液の除菌率は 99.15%（除菌効果 2.1D）であった（Table 4－8）。牛乳
中の Enterobacter sp. Pseudomonas sp. および Bacillus cereus 芽胞の除菌率が、
それぞれ 99.8%, 99.9%および 99.0%との報告があるが 105)、牛乳中の L. lactis subsp. 
lactis の除菌率（98.27%[除菌効果 1.8D]）と比較すると、乳酸球菌は比重が低いた
めに、遠心分離による除菌率は低くなると考えられた。 
 
4‐3‐10. ナイシン A 生産菌スキムミルク培養液の加熱殺菌の検討 
 保持式による 80℃の加熱処理では、ナイシン A 生産菌の菌数低下は認められるも
のの完全に死滅することはなかった（殺菌効果を対数値の菌数減尐値[nD]表すと、1
分：3.84D、3 分：3.86D、5 分：5.26D、10 分 5.32D であった）。連続式による 90~120℃
2秒間の加熱処理でスキムミルク培養液中の108cfu/mlのナイシン生産菌が検出限界
以下に死滅した。抗菌活性は、殺菌温度、最終加熱部の保持時間に伴い減尐し、80℃
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1 分で 1/32 に、120℃2 秒で 1/256 に減尐した（Table 4－9 A）。 
 ナイシンA製剤NisaplinⓇを添加したスキムミルクでは、120℃5分で1/4に、110℃
5 分および 120℃～140℃2 秒では 1/2 に抗菌活性が低下した（Table 4－9 B）。 
 
4‐3‐11. ナイシン A 含有脱脂粉乳の作製 
 10%（w/w）スキムミルク 30℃12 時間培養液の 20%～30%濃縮物Ⓐ、10%（w/w）
スキムミルク 30℃6 時間培養液Ⓑ、20%（w/w）スキムミルク 30℃16 時間培養液Ⓒ
を噴霧乾燥した。噴霧乾燥後の抗菌活性はⒶが 1/5 にⒷ、Ⓒは 1/16 に低下した。作
製したナイシン A 含有脱脂粉乳の官能検査を実施したところ、Ⓑは対照（脱脂粉乳）
に近い風味、物性を有し、Ⓐ、Ⓒからはフルーティーな香気成分が感知された（Table 
4－10）。 
 
4‐3‐12. ナイシン A 含有脱脂乳凍結ペレットの作製 
Figure 4－4 の装置に内径 3φ（3mm）のノズルをセットし、30%（w/w）スキ
ムミルク培養液を流速 20ml/min で供給して液滴化し、液体窒素に滴下したところ、
平均粒系 5mm の球状ペレットが得られた。培養液と凍結ペレットの乳酸菌数と抗菌
活性値に変化は認められなかった。 
 
4‐3‐13. ナイシン A 含有乳素材の香気成分分析 
発酵生成物由来の香気物質としてアセトアルデヒド、ジアセチル（2,3－ブタンジ
オン）、エタノールおよびメチルエチルケトン（2－ブタノン）を、メイラード反応
に起因する香気成分としてフルフリルアルコール（2‐フランメタノール）を分析し
た。 その結果、ナイシン A 含有乳素材は、2,3－ブタンジオンが顕著に増加してお
り、それが僅かに感知される発酵フレーバーの原因の１つと考えられた。培養時間
の短いⒷはエタノールと 2‐フランメタノールが対照（脱脂粉乳）と同程度であった
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（Table 4－11）。 
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TABLE 4-1. Strains and sources of Lactococcus lactis used in this study and antimicrobial 
activity against L. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM1002
T 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 Lactococcus lactis subsp. lactis NBRC 12007 M17 2560 Raw milk
2 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3311 M17 <20 Raw milk
3 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3786 M17 320 Raw milk
4 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3787 M17 <20 Raw milk
5 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3788 M17 640 Raw milk
6 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3789 M17 1280 Raw milk
7 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3790 M17 <20 Raw milk
8 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3791 M17 1280 Raw milk
9 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3792 M17 <20 Raw milk
10 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3793 M17 <20 Raw milk
11 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3794 M17 <20 Raw milk
12 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3795 M17 <20 Raw milk
13 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3796 M17 <20 Raw milk
14 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3797 M17 320 Raw milk
15 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3799 M17 320 Raw milk
16 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3803 M17 320 Raw milk
17 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3804 M17 <20 Raw milk
18 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3805 M17 <20 Raw milk
19 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3806 M17 <20 Raw milk
20 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3807 M17 <20 Raw milk
21 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3808 M17 <20 Raw milk
22 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3809 M17 <20 Raw milk
23 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3811 M17 <20 Raw milk
24 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3812 M17 <20 Raw milk
25 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3814 M17 <20 Raw milk
26 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3815 M17 <20 Raw milk
27 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3816 M17 <20 Raw milk
28 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3817 M17 <20 Raw milk
29 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3818 M17 640 Raw milk
30 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3819 M17 <20 Raw milk
31 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3820 M17 <20 Raw milk
32 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3841 M17 1280 Raw milk
33 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3931 M17 <20 Raw milk
34 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3935 M17 2560 Raw milk
35 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 3936 M17 <20 Raw milk
36 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3940 M17 <20 Raw milk
37 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3942 M17 <20 Raw milk
38 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3943 M17 20 Raw milk
39 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3945 M17 <20 Raw milk
40 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3958 M17 <20 Raw milk
41 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3959 M17 <20 Raw milk
42 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3962 M17 <20 Raw milk
43 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3967 M17 <20 Raw milk
44 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3970 M17 <20 Raw milk
45 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3971 M17 <20 Raw milk
46 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3974 M17 <20 Raw milk
47 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3976 M17 <20 Raw milk
48 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3989 M17 <20 Raw milk
49 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3993 M17 <20 Raw milk
50 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3995 M17 <20 Raw milk
51 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3996 M17 2560 Raw milk
52 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3997 M17 <20 Raw milk
53 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 3998 M17 <20 Raw milk
54 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4005 M17 <20 Raw milk
55 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4009 M17 <20 Raw milk
a 
Arbitrary units (AU) per milliliter was defined as the reciprocal of the highest dilution factor that showed inhibition
  of the indicator strain, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus  JCM1002
T
AU/ml 
a Source № Bacterial species Strain No.
Growth
media
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TABLE 4-1. Continued 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
56 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4011 M17 <20 Raw milk
57 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4016 M17 <20 Raw milk
58 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4020 M17 <20 Raw milk
59 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4022 M17 <20 Raw milk
60 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4024 M17 <20 Raw milk
61 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4027 M17 <20 Raw milk
62 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4034 M17 <20 Raw milk
63 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4035 M17 <20 Raw milk
64 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4036 M17 <20 Raw milk
65 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4037 M17 <20 Raw milk
66 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4040 M17 <20 Raw milk
67 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4041 M17 <20 Raw milk
68 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4042 M17 <20 Raw milk
69 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4044 M17 20 Raw milk
70 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4045 M17 <20 Raw milk
71 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4046 M17 <20 Raw milk
72 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4047 M17 <20 Raw milk
73 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4048 M17 2560 Raw milk
74 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4049 M17 <20 Raw milk
75 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4054 M17 <20 Raw milk
76 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4055 M17 <20 Raw milk
77 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4059 M17 <20 Raw milk
78 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4060 M17 <20 Raw milk
79 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4061 M17 <20 Raw milk
80 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4063 M17 <20 Raw milk
81 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4081 M17 <20 Raw milk
82 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4083 M17 <20 Raw milk
83 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4086 M17 80 Raw milk
84 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4087 M17 <20 Raw milk
85 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4089 M17 <20 Raw milk
86 Lactococcus lactis subsp. lactis OLS 4091 M17 <20 Raw milk
87 Lactococcus lactis  subsp. lactis OLS 4097 M17 <20 Raw milk
88 Lactococcus lactis subsp. B 341 M17 <20 Contaminated cocoa drink
89 Lactococcus lactis subsp. lactis B 342 M17 <20 Contaminated cocoa drink
90 Lactococcus lactis lactis B 348 M17 <20 Contaminated rice ball
91 Lactococcus lactis lactis B 349 M17 640 Contaminated liquid milk
92 Lactococcus lactis lactis B 350 M17 <20 Contaminated liquid milk
93 Lactococcus lactis lactis B 381 M17 <20 Contaminated cocoa drink
94 Lactococcus lactis B 384 M17 <20 Contaminated milk beverage
95 Lactococcus lactis B 414 M17 <20 Contaminated milk beverage
96 Lactococcus lactis spp lactis B 585 M17 <20 Filling machine 
97 Lactococcus lactis spp lactis B 588 M17 <20 Filling machine 
98 Lactococcus lactis spp lactis B 782 M17 <20 Contaminated coffee drink
99 Lactococcus lactis spp lactis B 886 M17 <20 Filling machine 
100 Lactococcus lactis spo lactis B 902 M17 <20 Filling machine 
101 Lactococcus lactis spp lactis B 975 M17 <20 Filling machine 
102 Lactococcus lactis spp cremoris B 976 M17 <20 Filling machine 
103 Lactococcus lactis spp cremoris B 1092 M17 <20 Raw milk
104 Lactococcus lactis spp lactis B 1233 M17 <20 Process line
105 Lactococcus lactis subsp. lactis B 1420 M17 <20 Contaminated liquid food
106 Lactococcus lactis subsp. B 1459 M17 <20 Contaminated cream product
107 Lactococcus lactis subsp. lactis B 1466 M17 <20 Contaminated ice cream
108 Lactococcus lactis subsp. lactis B 1512 M17 <20 Process line
109 Lactococcus lactis B 1681 M17 <20 Skim milk
a 
Arbitrary units (AU) per milliliter was defined as the reciprocal of the highest dilution factor that showed inhibition
  of the indicator strain, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus  JCM1002
T
AU/ml 
a Source 
Growth
media
№ Bacterial species Strain No.
  - 109 - 
TABLE 4-2. Nucleotide sequences of the PCR amplification products with NiF-NiR primers 
on the L. lactis strains DNA template and nisin type identified 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 NBRC 12007 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
2 OLS 3311 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
3 OLS 3786 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
4 OLS 3787 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
5 OLS 3788 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
6 OLS 3789 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
7 OLS 3790 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
8 OLS 3791 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
9 OLS 3792 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
10 OLS 3793 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
11 OLS 3794 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
12 OLS 3795 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
13 OLS 3796 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
14 OLS 3797 Not amplification Unknown
15 OLS 3799 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
16 OLS 3803 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
17 OLS 3804 Not amplification Unknown
18 OLS 3805 Not amplification Unknown
19 OLS 3806 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
20 OLS 3807 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
21 OLS 3808 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
22 OLS 3809 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
23 OLS 3811 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
24 OLS 3812 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
25 OLS 3814 Not amplification Unknown
26 OLS 3815 Not amplification Unknown
27 OLS 3816 Not amplification Unknown
28 OLS 3817 Not amplification Unknown
29 OLS 3818 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
30 OLS 3819 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
31 OLS 3820 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
32 OLS 3841 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
33 OLS 3931 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
34 OLS 3935 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
35 OLS 3936 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
36 OLS 3940 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
37 OLS 3942 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
38 OLS 3943 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
39 OLS 3945 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
40 OLS 3958 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
41 OLS 3959 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
42 OLS 3962 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
43 OLS 3967 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
44 OLS 3970 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
45 OLS 3971 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
46 OLS 3974 Not amplification Unknown
47 OLS 3976 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
48 OLS 3989 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
49 OLS 3993 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
50 OLS 3995 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
51 OLS 3996 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
52 OLS 3997 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
53 OLS 3998 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
54 OLS 4005 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
55 OLS 4009 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
№ Strain No. Nucleotide sequence from N-terminal 130 to 160 bp Nisin type
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56 OLS 4011 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
57 OLS 4016 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
58 OLS 4020 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
59 OLS 4022 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
60 OLS 4024 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
61 OLS 4027 Not amplification Unknown
62 OLS 4034 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
63 OLS 4035 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
64 OLS 4036 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
65 OLS 4037 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
66 OLS 4040 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
67 OLS 4041 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
68 OLS 4042 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
69 OLS 4044 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
70 OLS 4045 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
71 OLS 4046 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
72 OLS 4047 Not amplification Unknown
73 OLS 4048 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
74 OLS 4049 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
75 OLS 4054 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
76 OLS 4055 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
77 OLS 4059 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
78 OLS 4060 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
79 OLS 4061 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
80 OLS 4063 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
81 OLS 4081 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
82 OLS 4083 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
83 OLS 4086 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
84 OLS 4087 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
85 OLS 4089 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
86 OLS 4091 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
87 OLS 4097 ATG AAA ACA GCA ACT TGT AAT TGT AGT ATT Nisin Z
88 B 341 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
89 B 342 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
90 B 348 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
91 B 349 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
92 B 350 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
93 B 381 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
94 B 384 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
95 B 414 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
96 B 585 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
97 B 588 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
98 B 782 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
99 B 886 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
100 B 902 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
101 B 975 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
102 B 976 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
103 B 1092 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
104 B 1233 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
105 B 1420 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
106 B 1459 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
107 B 1466 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
108 B 1512 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
109 B 1681 ATG AAA ACA GCA ACT TGT CAT TGT AGT ATT Nisin A
Nucleotide sequence from N-terminal 130 to 160 bp № Strain No. Nisin type
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TABLE 4-3. Change in antimicrobial activity of culture supernatants after protease treatment 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Control Proteinase K Actinase E Trypsin Pepsin α-Chymotrypsin
NBRC 12007
T M17 ++ + + + ++ +
OLS 3935 M17 +++ + + + +++ ++
OLS 3996 M17 +++ + ++ + +++ ++
a
 Inhibitory zone diameters ； +++：>25mm； ++：>15-25mm；  +：<15mm； －：<6mm ( non- inhibition zone)
Antimicrobial activity 
a
L. lactis . subsp. lactis  strain Medium
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TABLE 4-4.  Generation time of L. lactis strains in M17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L. lactis  subsp. lactis  OLS 3935 
a
Temperature (˚C) 24.8 27.8 29.1 29.8 30.9 31.9 32.9 33.7 34.8 35.5 36.9 37.0
Generation time (h) 0.91 0.80 0.79 0.72 0.73 0.69 0.73 0.70 0.69 0.67 0.70 0.72
L. lactis  subsp. lactis  OLS 3996 
b
Temperature (˚C) 24.8 27.8 29.1 29.7 30.9 31.8 32.8 33.6 34.7 35.5 36.8 37.0
Generation time (h) 0.81 0.74 0.75 0.68 0.64 0.61 0.59 0.58 0.57 0.58 0.56 0.57
a
  L. lactis  subsp. lactis OLS 3935 has structure gene encoding the precursor of nisin A
b
  L. lactis  subsp. lactis OLS 3996 has structure gene encoding the precursor of nisin Z
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FIGURE 4-5.  Standard curve for nisin A activity related to the concentrations of nisin A in 
skim milk 
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FIGURE 4-6.  Growth and antimicrobial production of L. lactis subsp. lactis OLS 3935 in 
skim milk at 30˚C.  The concentration of skim milk is 5% :(A)(B) and 10%: (C)(D).   
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FIGURE 4-6.  Continued. 
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  TABLE 4-5.   Composition of designed culture media   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 4-7. Growth of L. lactis subsp. lactis OLS 3935 in designed culture media at 30˚C 
Media were neutralized to pH 6.5 with 25% (w/w) NaOH until the end of incubation.  
 
Starter/ Media No.1 No.2 No.3 No.4 No.5
Mother 
a
Activation 
b
WCB 
c
WCB 
c
WCB 
c
(0.1%) (0.1%) (0.1%) (0.1%) (0.1%)
Media Skim milk 8.0% 8.0% 8.0% 8.0% 8.0%
Lactose 4.5% 4.5% 4.5% 4.5%
Yeast extract 1.0% 1.0% 1.0%
a
 Mother: subcultured three times in 10% skim milk and stored at 5˚C
b
 Activation: subcultured three times in 10%
c
 WCB: subcultured three times in 10% skim milk and stored at -85˚C
Seed  culture
(Inoculation rate)
1.0E+05
1.0E+06
1.0E+07
1.0E+08
1.0E+09
1.0E+10
1.0E+11
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c
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No.3
No.4
No.5
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TABLE 4-6.  Efficacy of shear dispersion to concentrate starter culture 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cell concentration  Loss
Before concentration After concentration supernatant rate (times) rate (%)
1
No pass
(control)
7.4E+09 6.1E+10 1.2E+08 8.2 1.58
2 1 pass 7.4E+09 5.5E+10 6.7E+07 7.4 0.91
3 2 pass 7.4E+09 5.5E+10 8.8E+07 7.4 1.19
4 3 pass 7.4E+09 1.0E+11 8.5E+07 13.7 1.15
No. Mixer
Cell number  (cfu/ml)
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FIGURE 4-8. Growth and nisin A production of L. lactis subsp. lactis OLS 3935 in skim 
milk at 30˚C.  The concentration of skim milk is 10%, 20% and 30% (w/w).  
(A): growth curve, (B): Activity rise curve     
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TABLE 4-7.Antimicrobial activity and viable cell numbers after condensation 
process 
 
 
 
 
 
 
Skim milk culture used was produced by L. lactis subsp. lactis OLS 3935 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Condensation
rate
solid content
concentration
Antimicrobial activity
(AU/ml)
[10% skim milk base]
 Viable cell number
(cfu/ml)
[10% skim milk base]
×1(Control) 10% 312,500 6.9E+08
×2 20% 312,500 7.0E+08
×3 30% 312,500 6.7E+08
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TABLE 4-8.  Efficiency of bacterial elimination by centrifugal separation 
 
 
 
 
 
 
a
 D values used to express the log reduction 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Before After (%) (D) 
a
10%(w/w) Skim milk 4.0E+08 3.4E+06 99.15 2.1
Ultra-pasteurized milk 4.4E+08 7.6E+06 98.27 1.8
Bacteria
elimination
Viable cell number
(cfu/ml)
Media
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TABLE 4-9. Viable cell numbers and antimicrobial activity after pasteurization 
process 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(A) Skim milk culture fermented by L. lactis subsp. lactis OLS 3935
Temperature
Holding
time
Before After Before After
80˚C 1min 327,680 10,240 5.8E+08 8.4E+04
80˚C 3min 327,680 5,120 5.8E+08 8.0E+04
80˚C 5min 327,680 2,560 5.8E+08 3.2E+03
80˚C 10min 327,680 2,560 5.8E+08 2.8E+03
90˚C 2sec 327,680 5,120 1.2E+08 0.0E+00
100˚C 2sec 327,680 5,120 1.2E+08 0.0E+00
110˚C 2sec 327,680 2,560 1.2E+08 0.0E+00
120˚C 2sec 327,680 1,280 1.2E+08 0.0E+00
(B) Nisaplin-added skim milk 
Temperature
Holding
time
Before After
110˚C 5min 5,120 2,560
120˚C 5min 5,120 1,280
120˚C 2sec 5,120 2,560
130˚C 2sec 5,120 2,560
140˚C 2sec 5,120 2,560
Pasteurization Conditions
Pasteurization Conditions Antimicrobial activity (AU/ml)
Antimicrobial activity (AU/ml) Viable cell number (cfu/ml)
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TABLE 4-10. Condition of spray-drying and quality assessment of skim milk based 
nisin A powder 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ⓐ Nisin skim milk Ⓑ Nisin skim milk Ⓒ Nisin skim milk
Starter Activation
 a
Condensed starter 
b
Condensed starter 
b
Inoculation rate 0.1% (w/w) 0.1% (w/w) 0.1% (w/w)
Media 10% (w/w) skim milk 10% (w/w) skim milk 20% (w/w) skim milk
Culture condition 30˚C 12 h 30˚C 6 h 30˚C 16 h
Condensation 20%～30% No condensation No condensation
Inlet air temperatures
of the dier
160˚C 190˚C 160˚C
Outlet air temperatures
of the dier
74˚C～78˚C 85˚C～89˚C 73˚C～75˚C
Antimicrobial activity
Before spray-drying
312,500 AU/ml 40,960 AU/ml 26,214,400 AU/ml
Antimicrobial activity
After spray-drying
625,000 AU/g
（10% skim milk base： 62,500AU/ml)
25,600 AU/g
（10% skim milk base：2,560AU/ml)
1,638,400 AU/g
（10% skim milk base：168,840 AU/ml)
Reduced activity
After spray-drying
1/5 1/16 1/16
organoleptic assessment
of nisin powder
Fruity,
Slightly fermentation odor
Close to skim milk
Slightly fermentation odor
Fruity,
Slightly fermentation odor
a
 Activation；subcultured three times in 10%
b
 Condensed starter；Table 4-6. No.4 was stored at -85˚C
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TABLE 4-11. Aroma component analysis of powdered and pelletized skim milk 
cultures fermented by nisin A producing lactic acid bacteria 
 
 
 
 
 
 
 
 
Peak areas of skim milk are expressed as baseline values of 1.0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Type Derivation Skim milk(Control） Ⓐ Nisin skim milk a Ⓑ Nisin skim milk b Ⓒ Nisin skim milk c Ⓓ Nisin pellet d
Acetaldehyde Aldehydes Fermentation product 1 4.1 3.6 4.2 4.8
2,3-Butanedione Diketone Fermentation product 1 62.2 36.8 63.2 57.7
Ethanol Alcohol Fermentation product 1 4.3 0.7 1.2 9.1
2-Butanone Methylketone Fermentation, Raw milk 1 0.6 6.0 4.5 2.2
2-Furanmethanol Furan Maillard reaction 1 2.8 1.0 2.4 2.6
a
 Ⓐ ：Table 4-10. Nisin skim milk Ⓐ
b
 Ⓑ ：Table 4-10. Nisin skim milk Ⓑ
c
 Ⓒ ：Table 4-10. Nisin skim milk Ⓒ
d
 Ⓓ ：Frozen pellet prepared from 30% (w/w) skim milk culture produced by condensed starter (Table 4-6. No.4)
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第４節 考察 
  
 微生物を用いた有用物質の生産法は、一般的に有用な特定物質を生産する安全な
微生物を選択・分離した後に、主に純粋培養によってその生理活性物質を大量に生
産することで行われる 75)。特定物質の生産性は菌株自身の持つ生産能力と培養方法
に依存しており、一般的な回分培養法では有用物質の生産性を向上させるために、
菌株の代謝産物で自身の増殖を阻害する有機酸をアルカリ剤で中和する中和培養法
を採用することが多い。また、有機酸を資化するプロピオン酸 106) や酵母 107)と共培
養する方法が報告されている。しかし、本章では、簡便且つ低コストで乳製品に添
加可能な風味品質を実現することを目的としているため、中和培養や共培養は採用
せず、菌株の生産能力と純粋培養系における培養方法の工夫による生産方法の確立
を目指すこととした。 
 最初のステップとして、株式会社明治の乳酸菌ライブラリーの中からナイシン生
産能力の高い L. lactis subsp. lactis 株のスクリーニングを行った。L. lactis subsp. 
lactis は乳製品のみならず、韓国キムチ 95～98) やザワークラフトなどの漬物 99, 100) か
らも分離される発酵食品に関連の深い菌である。今回のスクリーニング試験では、
北海道地区の生乳から分離された 87 株（Table 4-1. No.1～87）と乳業工場の製造環
境や乳製品をはじめとする食品に自然汚染した 22 株を用いた。M17 培養上清の抗
菌活性とナイシン前駆体構造遺伝子の塩基配列から、ナイシン A およびナイシン Z
の高生産株としてL. lactis subsp. lactis OLS 3935株および 3996株をそれぞれ選抜
した。日本や欧米で食品添加物として認可されているナイシン A と同じ 34 アミノ
酸残基から成る類縁体として、 N 末端から 27 番目のヒスチジンがアスパラギン
に置換したナイシン Z 101) や 4 残基（15 番目のアラニンがバリンに、21 番目のメ
チオニンがロイシンに、27 番目はナイシン Z と同、30 番目のイソロイシンがバリン
に置換）異なるナイシン Q 102)が存在する。今回スクリーニングした乳酸菌ライブラ
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リーの中にナイシン Q の構造遺伝子を保有する株は存在しなかった。 
 づぎに、選抜した L. lactis subsp. lactis OLS 3935 株および 3996 株の生産する抗
菌性物質が、タンパク質・ペプチド性のバクテリオシンであるか確認するため、選
抜菌のM17培養上清をタンパク質酵素分解で処理し、残存活性を調べた。その結果、
プロティナーゼ K、アクチナーゼ E およびトリプシンで活性は低下し、バクテリオ
シンであることが確認されたものの、抗菌活性が完全に消失することはなかった。
Enterococcus 属や Lactobacillus 属由来の抗菌性物質がプロティナーゼ K およびア
クチナーゼ E の処理で抗菌活性が完全に消滅したとの報告があり 103, 104)、L. lactis 
subsp. lactis 由来の抗菌性物質が弱いながらも活性を維持したことは興味深い現象
である。供試株により M17 培養上清中に産生されたナイシンは重合体で存在してお
り、活性型のバクテリオシンは切断されたペプチドにより保護された可能性がある。 
 L. lactis subsp. lactis OLS 3935 株および 3996 株の至適増殖温度については、
M17 培地の濁度曲線から算出した世代時間 より求め、30℃～37℃と推定された
（Table 4‐4）。L. lactis subsp. lactis はチーズ製造のスターターとして広く使用さ
れており、25℃付近でもよく増殖する生育温度範囲の広い菌である。そこで、本菌
をスキムミルクに接種し、25℃から 37℃で培養し、増殖挙動と培養液の pH 変化お
よび抗菌活性を確認したところ、35℃および 37℃では pH が 5.5 を下回り、凝集物
が確認された。本菌は 35～37℃で代謝産物である有機酸の産生量が多く、それが蓄
積することでスキムミルクの pH が低下したと考えられた。また、培養温度 25℃お
よび 30℃では、菌数増殖と抗菌活性の関係から 30℃の方がよりナイシン A の生産
効率が高いことが確認された。本章では培養液を精製せずに乳製品に添加すること
を想定しているため、培養温度は 30℃とした。 
 つぎに工業的な実生産を想定して、ナイシン A 生産菌のスターター開発を行った。
ヨーグルトやチーズ等の発酵食品では、生産工場で種菌を賦活培養して使用するマ
ザースターター方式と、中和培養した種菌を、遠心分離や膜処理によって濃縮した
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後、凍結乾燥菌末、凍結菌液または凍結ペレットの形態に加工したスターターを、
バルクスターターの調製液（バルクミックス）あるいは原料ミックスに直接接種す
る（DVI：Direct Vat Inoculation）濃縮スターター方式の 2 通りに大別される。濃
縮スターター方式は生産工場における付帯設備の設置や培養工程の管理が不要であ
り、製品の品質安定化および生産効率の向上が期待できる。また、ナイシン A 生産
菌の初期濃度が高い方が短時間でナイシン A を生産できることから濃縮スターター
を使用することとした。 
本章では、L. lactis subsp. lactis OLS 3935 株に最適な培地、培養条件と、分散ミ
キサーによる高せん処理により 1011cfu/ml（濃縮倍率 13.7 倍）の濃縮スターターを
調製することに成功した。培地には、スキムミルク、乳糖および酵母エキスをそれ
ぞれ 8.0%, 4.5%および 1.0%（w/w）加えてあり、スキムミルクと乳糖の C/N 比と
酵母エキスの主成分であるアミノ酸や核酸関連物質、ミネラル、ビタミン類が、L. 
lactis subsp. lactis OLS 3935株の増殖促進に寄与しているものと推察された。また、
スキムミルク培養液には凝集タンパクや高粘性の多糖体が存在するため、菌体分離
による濃縮効率が低いが、高せん断ミキサーで 3 回処理し、菌体以外の成分を分散・
均一化することで非処理区（対照）に比べて、濃縮度は約 1.7 倍に向上した。 
 ナイシン A を含む多くのバクテリオシンは、クオラムセンシングと呼ばれる菌密
度依存的なシグナル伝達機構によって生産制御が行われている 108)。クオラムセンシ
ングは、菌体外に排出されるフェロモン様物質、およびそれを感知するセンサータ
ンパク質と細胞内に刺激を与えるタンパク質で構成される。ナイシンでは、ナイシ
ン自身がオートインデューサー（フェロモン様物質）となり、ナイシンと結合した
NisK はリン酸化され、リン酸をレスポンスレギュレーターである NisR に受け渡す。
リン酸化された NisR は、ナイシン遺伝子群上流の特異的プロモーター部位に作用し、
遺伝子群の転写が一斉に引き起こされる 108, 109)。また、ナイシンによる遺伝子発現
制御は厳密で、25 ng/ml（0.75 nM）の低濃度ナイシン（オートインデューサー）で
  - 127 - 
刺激を伝えるとの報告がある 110)。高濃度スターターを使用することにより、スキム
ミルク培地で継代した菌の約 1,000 倍の初期濃度を実現することができ、上記理論
に従えば、25 ng/ml 以上のナイシン A 存在下でナイシン A 生合成遺伝子群の転写が
一斉に起こり、短時間でナイシン A を産生することが可能となる。スターター接種
率が 0.1%（w/w）である場合、スターター中に存在するナイシン A 濃度が 25 μg/ml
以上あればよい。 
本章で、スキムミルク中のナイシン A 濃度を定量化するために、ナイシン標準物
質を用いて検量線を作成した（Figure 4－5）。0.0625～250μg/ml の範囲で直線性
のある検量線を得ることができたが、スキムミルク培養液中のナイシン A の抗菌活
性を、直接寒天拡散法で測定すると、ほぼ無菌のナイシン A 製剤に比べて活性が増
強されている。これまで、ナイシン A 産生乳酸菌培養物の微生物に対する静菌効果
は生菌体を含む場合の方が高いとの報告があり 79)、実際に、味噌や煮豆の製造では
菌体とナイシン A 溶液の両者を併用して静菌効果を上げている 80,81)。本章の第 2 節
4‐2‐14. の実験（ナイシン A 生産菌スキムミルク培養液の加熱殺菌の検討）で、
スキムミルク培養物とナイシン A 製剤（NisaplinⓇ）添加スキムミルクの加熱処理後
（殺菌後）の抗菌活性はほぼ同等であるが、処理前の活性値がスキムミルク培養物
の方が 64 倍高いため、寒天拡散法のウェル中で生菌体が活性を増強したものと考え
られた。 
 微生物学的定量法以外のナイシン定量法として、液体クロマトグラフ・質量分析
計（LC/MS）を用いる方法があるが 86)、スキムミルク培養液を抽出、精製した試料
液に夾雑成分が含まれ、クロマトグラムのピークがナイシン A と重なり定量するこ
とができなかった。また、本法は回収率が 30～50%であるため、今後、培養液中の
生菌体を抗菌活性が低下しない条件で、殺菌・除菌できる方法を確立することが望
まれる。寒天拡散法で濃縮スターターのナイシン A 濃度を定量化できれば、より能
率の高いナイシンの生産方法を確立することが可能となる。 
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 ナイシン A 生産菌のスキムミルク培養液には 108cfu/ml の生菌が含まれており、
乳製品に添加する場合は、製品ミックスの殺菌条件で完全に死滅させる必要がある。
今回、連続式加熱殺菌機による 90℃, 2 秒以上の加熱殺菌条件で検出限界以下に死滅
できることを確認した（Table 4‐9）。L. lactis の乳中での耐熱性に関する詳細な情
報はないが、乳酸桿菌では、L. bulgaricus （D64=0.47 分、D67=1.01 分）111)、L. 
paracasei （D67.5=0.52 分、Z 値 5.7℃）112)、L. plantarum（D57.5=3 分、Z 値 6.7℃）
112)、L. salivarius（D61=0.5 分、Z 値 4.18℃）113)、グラム陽性球菌では、Micrococcus 
freudenreichi（D68=0.18 分、Z 値 8.2℃）114)で耐熱性指標に関する報告がある。L. 
lactis subsp. lactis は、一般的な加熱加工食品の一次汚染菌として問題になった経
緯がないことから、熱に対する抵抗性は上記乳酸桿菌や M. freudenreichi と同程度
であると考えられる。一方、62～65℃, 30 分間の低温殺菌で処理する乳製品に対し
ては、加熱処理後に残存する可能性が高く、また、除菌セパレーター（遠心分離に
よる除菌）で約 2D（対数値で 2）の菌数低減効果しか期待できないことから、殺菌
処理したナイシン A 素材を原料ミックスに添加・混合する必要があると考えられた。 
 本章では、ナイシン A 生産菌のスキムミルク培養液を噴霧乾燥粉と凍結ペレット
に加工した。噴霧乾燥は、加工費を低く抑えられ、また保存性が良いことから、様々
な食品原材料で利用されている。凍結ペレットは、培養液を液体窒素で瞬間凍結す
るため、菌体の活力を維持でき、また、冷凍原料のような解凍作業が必要ない等ハ
ンドリング面での利点もある。加工工程における活性変化については、凍結ペレッ
トは活性を維持したが、噴霧乾燥では 1/5～1/16 に減尐した。ドライヤー供給時に液
温が 80℃以上に上昇し、回収後も暫くは高温状態にあることから、ナイシンの抗菌
活性が低下したと推察された。 
 本章で作製したナイシン A 含有脱脂粉乳およびナイシン A 含有脱脂乳凍結ペレッ
トは、乳酸菌由来の香気成分が検出されている。乳酸菌特有の香気成分を許容でき
る製品への添加もしくは、新たな付加価値として抗菌力とフレーバーを同時に付与
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できる素材としての利用が期待される。 
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第１節 緒言 
 
 Enterobacter sakazakii は腸内細菌科（family Enterobacteriaceae）に属する通
性嫌気性のグラム陰性桿菌で、1958 年にイギリスの Urmenyi と Franklin により、
敗血症および髄膜炎を発症した新生児から分離された 115)。本菌は、土壌、水、動物、
汚水、ヒト糞便などから高頻度に検出されるが、一方で、トウモロコシ、キュウリ、
レモンなどといった果実・野菜からもしばしば検出される 118)。このことから、本菌
は同じ腸内細菌科に属する大腸菌とは異なり、植物や環境を本来の生息域として存
在していると考えられる 118)。本菌は、非選択の寒天培地（普通寒天培地や標準寒天
培地）上で黄色コロニーを形成するため、その形態学的特徴から、かつては黄色コ
ロニー形成（Yellow-pigmented）Enterobacter cloacae と呼称されていた 116)。1980
年に Farmer らが E. cloacae とは異なる細菌であることを報告し、グラム陰性細菌
の研究に多大な功績があった坂崎利一に献名して“ Enterobacter sakazakii ”と命
名した 118)。2008 年には、Iversen らによって Cronobacter 属 が新設され、
Cronobacter sakazakii を含む 5 菌種 3 亜種および 1 遺伝種に細分類された 117)
（Table 5－1）。Cronobacter 属菌は、生化学的性状のみでは同定されないことが多
く、一般的に遺伝学的分類が行われるが、16S リボゾーム RNA 遺伝子の塩基配列は、
近縁の E. cloacae と約 97%一致し、また Citrobacter koseri とも 97.8%と高い相同
性を示すため 118) 、簡易・迅速的な微生物分析法での同定は困難な菌種である。 
Cronobacter 属菌は、健常人に曝されても不顕性で経過することが多く、日和見
感染の原因菌となる 118)。尿路感染症、敗血症、創傷感染、髄膜炎、腸炎などから分
離され、乳幼児、特に未熟児や免疫不全児、低出生体重児に対しては、敗血症や壊
死性腸炎を発症することがあり、重篤な場合は髄膜炎を併発する。本菌による乳幼
児疾患の発生頻度は非常に低いものの、疾患自体は非常に重篤で、感染症の死亡率
は 40%～80%であると報告されており 119～121)、新生児や乳児に対する感染症は世界
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で約 120 例報告されている 122)。日本では、これまでに 2 例の報告があり 123)124)、う
ち 1 例は本属菌の敗血症により超低出生体重児が死亡している 124)。 
現在、Cronobacter 属菌の感染経路については十分に解明されていないものの、
育児用調製粉乳を媒介とした感染例が報告されており 125, 126)（Table 5－2）、汚染し
た育児用調製粉乳が最も有力な感染源の 1 つとして認識されている 127, 128)。
Muytjens らは、35 か国で製造された育児用調製粉乳計 141 検体を収集し、20 検体
（14.2%）から Cronobacter 属菌を検出している 129)。また、Leuschner らは 11 か
国で製造された育児用調製粉乳 58 検体中 8 検体（13.8%）から Cronobacter 属菌が
検出されたと報告した 130)。日本国内に流通している市販の育児用調製粉乳において
は、福山らが疫学調査を実施し、国産では 61 検体中 4 検体（6.6%）、外国産では 88
検体中 5 検体（5.7%）から Cronobacter 属菌が分離されている 131)。また、厚生労
働科学研究班が 2005 年から 3 年間実施した「育児用調製粉乳の汚染実態調査」によ
ると、各年 2～4%の検体から本菌が検出されている 132)。 
自然環境に広く分布している Cronobacter 属菌が低率ではあるが育児用調製粉乳
に汚染している実態と、新生児を対象に複数の感染事例が報告されていることから、
2004 年 2 月と 2006 年 5 月にスイスのジュネーブの世界保健機関（WHO）本部に
おいて、「育児用調製粉乳中の Enterobacter sakazakii  (Cronobacter 属菌) 関する
国連食糧農業機関（FAO）/WHO 合同専門家会議」が開催された。そこで、Cronobacter
属菌の性質、疫学、育児用調製粉乳からの感染リスクに関する科学的な考察がなさ
れ、本属菌の育児用調製粉乳汚染は乳児の感染および疾患の原因になると結論され
た 118, 119)。 
育児用調製粉乳への Cronobacter 属菌の汚染は、製造工程によるものと溶解調製
時に使用するスプーンやブレンダーを介した汚染が指摘されており、実際に使用す
る調製器具から本菌が分離されている 128)。また、溶解調製段階における、環境や人
を介した汚染の可能性も考えられる。一般に育児用調製粉乳の製造工程は、粉体調
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合法（Dry Blending Process：粉体調合）と溶解調合乾燥法（Wet Mixing – Spray 
Drying Process）に区別される。粉体混合法が原料粉を粉体の状態で攪拌混合して
充填するのに対し、溶解調合乾燥法は、調合した液状乳を低温保持殺菌（LTLT, 63℃
30 分）あるいは高温短時間殺菌（HTST, 72～82℃15 秒）の条件で加熱処理した後
に、噴霧乾燥して充填する。Cronobacter 属菌は、腸内細菌科の他のグラム陰性菌
に比べて耐熱性が高いとの報告があるが 133～135)、これらの加熱条件で十分死滅する
と考えられている。原料粉に汚染した微生物を加熱殺菌工程で殺滅できる点で、溶
解調合乾燥法の方が微生物リスクは低く、Cronobacter 属菌制御において優れた方
法であるが、殺菌工程以降の噴霧乾燥工程および粉体調合法と共通の充填、包装工
程における微生物汚染は、生産能力やコストを前提とする現在の製造技術では完全
に排除することは難しく、育児用調製粉乳には常に Cronobacter 属菌の汚染リスク
が存在する。Cronobacter 属菌は、低濃度の汚染であっても乳幼児に対して重大な
危険因子となることから、調乳環境における温度管理や衛生環境の徹底などで予防
しなければならない 136)。 
FAO/WHO 合同専門家会議のメンバーは、確率論的リスク評価モデルを用いて、
消費者および病院における育児用調製粉乳の調製および取扱いによる相対リスクを
推定し、リスクを効果的に低減させる対策案を提案した 137)。その結果、70℃の高温
水で溶解した場合に Cronobacter 属菌の有意な不活化が認められ、その後に想定さ
れる如何なるシナリオにおいても本属菌の増殖はないと推定された。これを受け、
FAO/WHO は育児用調製粉乳の安全な調乳、保存および取扱いに関するガイドライ
ンを作成し、70℃以上の高温水を用いた調乳を推奨した 138)。しかし、この場合、熱
に感受性の栄養成分の変化や熱湯を使用することによる火傷の危険性がある。また、
調乳後に飲用に適する温度（30℃～40℃）まで冷却する必要があり、栄養や利便性
の面で消費者に最適な方法とはいえない。さらに、発展途上にある国と地域には、
調乳用の熱湯を毎回準備できない人々が存在することから、育児用調製粉乳に抗菌
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性を付与し、調乳・保管・授乳時のあらゆるシナリオに対応できる安全な製品が望
まれる。 
そこで、本章では、Cronobacter 属菌を静菌的、殺菌的に抑制できる食品添加可
能な抗菌剤を、乳酸菌バクテリオシンを中心に探索し、育児用調製粉乳の還元（調
乳）、保管時の取扱いや授乳時に発生する Cronobacter 属菌の増殖リスクを低減する
ための方策を提案する。 
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TABLE 5-1. Relation of E. sakazakii biogroups with novel species, Cronobacter spp. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Iversen et al. (2007139))（2008117)） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cronobacter species  Biogroup no. of E. sakazakii
 C. sakazakii  1～4, 7, 8, 11, 13
 C. malonaticus  5, 9, 14
 C. turicensis  16
 C. genomospecies 1  16 (16c)
 C. muytjensii sp.  15
 C. dublinensis subsp. dublinensis  12
 C. dublinensis subsp. lactaridi  6
 C. dublinensis subsp.  lausannensis  10
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TABLE 5-2. Recoded cases of E. sakazakii (Cronobacter spp.) infections and 
colonizations 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FAO/WHO Meeting report.（2008122)） 
 
 
Location Source of E. sakazakii
No. of
 cases
No. of
deaths
Remarks
1958 England Unknown 2 2
1965 Denmark Unknown 1 0
1979 USA Unknown 1 0
1981 USA Unknown 1 0
1983 Netherlands Possibility of infant formula 8 0
1984 Greece Unknown 11 4
1985 Greece Unknown 1 0
1986～87 Iceland Infant formula 3 1
1987 USA Unknown 2 0
1988 USA Infant formula 4 0
1990 USA Blender 1 0
1990 USA Unknown 1 0
1992 India Infant formula 1 1
1994 France Infant formula 18 4
1995～96 USA Unknown 5 3  Only adults
1998 Belgium Possibility of infant formula 12 2
1999～2000 Israel Infant formula 2 0
2000 USA Unknown 1 0
2001 USA Infant formula 10 1
2004 France Infant formula 9 2
2004 USA Infant formula 1 0
2007 USA Unknown 1 0
2007 Japan Unknown 1 0   low birth weight infants
2009 Japan Possibility of infant formula 1 1   low birth weight infants
 Year
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第２節 材料および方法 
 
5‐2‐1. 試薬 
 本実験において、とくに断りのない限り、シグマ アルドリッチ アイルランド株
式会社（Sigma-Aldrich Ireland Ltd., Dublin, Ireland）の特級試薬または一級試薬
を用いた。 
 
5‐2‐2. 器具、培地および試薬類の滅菌 
 本実験において使用する器具、培地および試薬類の滅菌処理は、とくに断りのな
い限り、121℃、15 分によるオートクレーブ滅菌で行った。 
 
5‐2‐3. 使用菌株、培地および培養条件 
 本章の接種試験で使用する Cronobacter 属菌は、American Type Culture 
Collection（ATCC）の分類学的基準株（Type strain）と Teagasc Moorepark Dairy 
Products Research Centre（Fermoy, Ireland）の微生物バンクの中から臨床患者由
来株 10 株を選抜して使用した（Table 5‐3）。菌株は、Brain heart infusion broth
（BHI, Merck, Darmstadt, Germany）で 37℃18 時間純粋培養した幼若菌を菌株保
存用バイアル（Microbank beads, Pro-Lab Diagnostics, Richmond Hill, Ontario, 
Canada）にとり、－80℃で保存した。ワーキングストックは、保存菌株を Tripticase  
soy agar（TSA, Becton Dickinson and Company、Franklin Lakes、New Jersey、
USA）に画線塗抹し、37℃で 1 晩培養後、4℃で保存した。ワーキングストックか
ら 1 白金耳とり、BHI で 37℃、18 時間の継代培養〔2% (v/v) 接種〕を 2 回行った
後、各試験に供した。 
 ラクチシン 3147（Lacticin 3147）産生株 L. lactis subsp. lactis DPC 3147 は、
M17 培地（Becton Dickinson and Company、Franklin Lakes、New Jersey、USA）
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を用いて、30℃、16 時間の継代培養〔1% (v/v) 接種〕を 2 回行った後、2,200 × g、
10 分、4℃で遠心分離を行い、上清を取り除いた菌体を 30%グリセロール含有 M17
培地に懸濁して、－80℃で保存した。実験に使用する際は、凍結保存菌を 40℃湯浴
中で速やかに解凍し、GM17 培地（M17 培地の 5%ラクトースをグルコースに置換）
5ml に 1% (v/v) 接種し、30℃16 時間の継代培養を 2 回行った。 
 
5‐2‐4. 抗菌性化合物 
 実験で使用する抗菌性化合物の種類と濃度を Table 5‐5 に示した。各種抗菌性化
合物のうち水に不溶なものは、Tween80 を最大 2%まで加えて溶解させた。抗菌ペ
プチドのイスラシディン（Isracidin）は、Protein Peptide Research Ltd（Fareham, 
Hampshire, UK）に合成を依頼し、0.01M 酢酸に懸濁してから使用した。 
 
5‐2‐5. バクテリオシンの調製 
 乳酸菌由来バクテリオシンとして、Lactococcus lactis subsp. lactis が生産するナ
イシン A とラクチシン 3147 を用いた。それぞれ以下に示す方法で調製し、試験に
供した。 
＜ナイシン A の調製＞ 
 Nisaplin®（Danisco A/S, Grindsted, Denmark）0.5g を 20mM HCl 10ml に溶解
し、1M NaOH を用いて pH3.0 に調整した。Nisaplin 溶液を 10,600 × g、10 分、4℃
で遠心分離して、塩化ナトリウムを沈殿させ、上清を 0.45μm セルロース混合エス
テルメンブレン（Merck Millipore Ltd. Cork, Ireland）を用いてろ過滅菌した。 
＜ラクチシン 3147 の調製＞ 
 ラクチシン 3147 は Rea ら（2007）の方法 140) に従って調製した。L. lactis subsp. 
lactis DPC 3147 の GM17 培養液を GM17 培地 200ml に 1% (v/v) 接種し、30℃で
16 時間培養した。培養液を改良 Tryptone Yeast Broth（mTYB、組成を Table 5‐4 
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に示した）4L に 0.5% (v/v) 接種し、30℃で 16 時間培養した。mTYB 培養液を
7,000rpm、15 分、4℃で遠心分離し、菌体と上清に分けた。 
上清は、蒸留水 1L でプレ洗浄した XAD ビーズカラム（10×25cm、XAD ビーズ
120g 充填）に通し、次に 40%(v/v)エタノール溶液 800ml を通した。最後にイソプ
ロパノール溶液 pH2.0（以下、IPA）800ml を通し、XAD ビーズに吸着したラクチ
シン 3147 を溶出させた（溶出液 a）。 
菌体は70%（v/v） IPA 400mlに懸濁し、スターラーを用いて4時間、回転数150rpm
で攪拌した。次に菌液を遠心分離（7,000rpm、15 分、4℃）し、得られた上清を溶
出液 a に混合した（溶出液 b）。 
溶出液 b をロータリーエバポレーター（回転数 40‐55 rpm、40℃）で IPA を蒸
発させ、濃縮したラクチシン 3147 溶液を、1 カラム量のメタノールで平衡化し、2
カラム量の蒸留水でプレ洗浄した Varian C‐18 column（Agilent Technologies, Inc.、 
Santa Clara、California、USA）にアプライした。1.5 カラム量の 40% (v/v) エタ
ノールで洗浄し、1.5 カラム量の IPA でラクチシン 3147 を溶出させた（溶出液 c）。
溶出液 c をロータリーエバポレータ （ー回転数 40‐55rpm、40℃）で IPA を除去し、 
濃縮ラクチシン 3147 を 40 ml 容のビーカーに移して、－20℃で凍結させた後、凍
結乾燥した。ラクチシン 3147 粉末に 50 mM  phosphate buffer（pH 6.4）5ml を
加えて溶解し、0.45μm PVDF メンブレン（Merck Millipore Ltd. Cork, Ireland）
を通して滅菌し、1.5ml セラムチューブ（住友ベークライト、東京）に分注して、 
－20℃で保存した。           
 
5‐2‐6. バクテリオシン活性の測定  
 バクテリオシン活性は Ryan らの方法 141)に従った寒天拡散法にて行った。指標菌
L. lactis subsp. cremoris HP を M17 培地にて 16 時間培養した後、滅菌リン酸緩衝
生理食塩水で 10 倍希釈し、うち 250μl を 55℃で加熱加温した M17 寒天培地 15ml
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に加え、全体が固化したのを確認後、硼珪酸ガラス製パスツール（上部外径：φ
6.5mm）を用いて試料注入ウェルを作製した。滅菌リン酸緩衝生理食塩水で 1/2n段
階に希釈した試料溶液（50μl）をウェルに注入し、30℃で 16 時間培養した。バク
テリオシン活性値は、生育阻止円の認められた最も高い希釈度（活性のある最終希
釈度）の逆数と定義し、その単位を Arbitrary Unit（AU）で表した。 
 
5‐2‐7. ラクトペルオキシダーゼシステム 
 ラクトペルオキシダーゼシステム（LPOS）は、ラクトペルオキシダーゼ（LPO）、
チオシアン酸イオン（SCN－）および過酸化水素（H2O2）の 3 成分から構成される。
本章では、チオシアン酸イオンを含むチオシアン酸塩として、チオシアン酸カリウ
ムを、過酸化水素の供給化合物として、過炭酸ナトリウム（炭酸ナトリウム過酸化
水素付加物）を用いた。LPOS 各成分の濃度は、LPO：30mg/L、チオシアン酸カリ
ウム：14mg/L、過炭酸ナトリウム：30mg/Lを1単位とし、LPOS×1で表した（LPOS×2
は構成成分を 2 倍量とした）。LPOS 各成分は、0.45μm セルロース混合エステルメ
ンブレン（Merck Millipore Ltd. Cork, Ireland）を通して滅菌し、Gurtler と Beuchat
の方法 142)に従い、合成培地または育児用調製乳に添加した。すなわち、LPO を合
成培地または育児用調製乳に添加して十分に混合した後、チオシアン酸カリウムを
添加して激しく攪拌した。最後に過炭酸ナトリウムを加えて、ボルテックスミキサ
ーで 30 秒間攪拌を行った。 
 
5‐2‐8. C. sakazakii DPC 6445 に対する抗菌性化合物の効果 
Cronobacter 属菌に対して静菌的・殺菌的に作用する抗菌性化合物の１次スクリ
ーニングを行った。6N NaOH で pH6.8 に調整した BHI 培地（以下、BHI pH6.8）
に抗菌性化合物を添加した後、96 穴マイクロプレートのウェルに分注し、C. 
sakazakii DPC 6445 を初発菌数 105 cfu/ml になるよう接種して、37℃で培養した。
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培養中の 600nm における培地の濁度（OD600）を Anthos 2001 Microtiter plate 
reader (Anthos Labtec Instruments GmbH, Salzburg, Austria)で測定した。抗菌性
化合物にラクトフェリンを用いる場合は、Branen と Davidson が推奨するペプトン
イーストグルコース培地 143)を使用した。一方、抗菌性化合物の培地溶解液が不透明
な場合は、培養法を採用した。すなわち、BHI pH6.8 に抗菌性化合物を添加した後、
滅菌済みの 10ml 容試験管に分注し、C. sakazakii DPC 6445 を初発菌数 102 cfu/ml
になるよう接種して、37℃で培養した。培養液を経時的にサンプリングし、滅菌リ
ン酸緩衝生理食塩水で 10 倍段階希釈を行い、各段階希釈液を 0.6% yeast extract を
含む Tripticase Soy Agar（Becton, Dickinson and Company、Franklin Lakes、New 
Jersey、USA）（TSAYE 培地）に 1ml 混釈した。37℃24 時間培養後に有効希釈平
板（1平板あたり30~300コロニー）のコロニー数から培養液の生残菌数を産出した。
この実験を独立して 3 回実施した。 
抗菌性化合物の C. sakazakii DPC 6445 に対する最小阻止濃度（minimum 
inhibitory concentration、以下 MIC）は、37℃培養 8 時間で接種菌の生育を抑制す
る抗菌性化合物の最小濃度とした。また、抗菌性化合物非添加区（対照）と比較し
て、50%生育を抑制する抗菌性化合物の濃度を MIC50とした。 
 
5‐2‐9.  C. sakazakii DPC 6445 に対するバクテリオシンと抗菌性化合物の併用 
効果 
 バクテリオシンと 5‐2‐8. で選抜した抗菌性化合物の併用効果を確認した。ナイ
シンAもしくはラクチシン 3147と抗菌性化合物を 12%（w/v）全脂乳培地に添加し、
C. sakazakii DPC 6445 を初発菌数 102 cfu/ml になるよう接種して、37℃で 8 時間
培養した。培養後、滅菌リン酸緩衝生理食塩水で 10 倍段階希釈を行い、各段階希釈
液を TSAYE 培地に 1ml 混釈し、37℃24 時間培養後の有効希釈平板上のコロニー数
から生残菌数を産出した。 
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5‐2‐10. FAO/WHO リスク評価モデルにおける Cronobacter 属菌の制御効果 
FAO/WHO のリスクアセスメントモデルによって作成された育児用調製粉乳の溶
解、冷却、再加温および授乳段階の温度と時間のプロファイル例に従い、5‐2‐9.
で選抜した抗菌性化合物を添加した育児用調製乳中の Cronobacter 属菌の菌数変化
を調べた。Cronobacter 属菌は、Table 5‐3 に示した C. sakazakii 10 株（DPC 6522
‐6530 および DPC 6445）と C. malonaticus 1 株（DPC 6531）を混合し、滅菌リ
ン酸緩衝生理食塩水で適宜希釈して供試菌を調製した。滅菌した哺乳瓶に 40℃もし
くは 50℃の滅菌水を 200ml 注ぎ、そこに育児用調製粉乳と抗菌化合物を必要量加え
てよく混合した後、供試菌を系内 10cfu/ml になるように接種した。抗菌剤を添加し
ていない育児用調製乳を対照とした。 
調乳後、30℃で 1.5 時間静置（保管）した後、37℃のウォーターバスで 15 分間加
温（再加温）して 30℃で 12 時間静置した（長時間授乳）。調乳直後および 2, 4, 6, 8
時間経過後の Cronobacter 属菌の生菌数を、TSAYE 培地を用いた培養法で計測した。 
 
5‐2‐11. 統計解析 
 FAO/WHO リスク評価モデルを除く全ての実験を 3 回から 5 回繰り返し行い、各
検体の生残菌数（対数値 Log CFU/ml）について、統計的検定を行った。非添加区
（対照）と抗菌性化合物添加区の平均値をスチューデントの t 検定（有意水準 5％）
で比較検討した。 
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TABLE 5-3. Summary of strains and sources of Cronobacter strains used in this 
study  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Strain
a
DPC No.
b 　Source   Additional information
 Cronobacter sakazakii 6445   Child's throat ATCC29544  NCTC 11467
 C. sakazakii 6522   Blood 9903-381
 C. sakazakii 6523   Cerebrospinal fluid 2001-10-01
 C. sakazakii 6524   Stool 2001-10-05
 C. sakazakii 6525   Urine 2001-10-09
 C. sakazakii 6526   Blood 2002-01-10
 C. sakazakii 6527   Blood 2002-05-32
 C. sakazakii 6528   Cerebrospinal fluid 2003-16-01
 C. sakazakii 6529   Tracheal Aspirate 2004-01-04
 C. sakazakii 6530   Bronchial alveolar lavage 2004-14-01
 C. malonaticus 6531   Brain tissue 2004-29-02
a
 Strains received from Dr. Matthew Ardino, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA.
b
 Dariy Products Centre Culture Collection..
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TABLE 5-4.  Medium composition of modified Tryptone Yeast Broth (mTYB) 
 
 
 
 
 
 
 
 
    *Sterilized (via filtration) glucose and β-glycerophosphate separately and added to 
autoclaved media just before inoculating it. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ingredients /Litre /4Litre
Tryptone 2.5g 10g
Yeast Extract 5g 20g
MgSO4･7H2O 0.25g 1g
MnSO4･4H2O 0.05g 0.2g
*
Glucose 10g 40g
*
β-glycerophosphate 19g 76g
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第３節 結果 
 
5‐3‐1. Cronobacter 属菌に抗菌作用を示す抗菌性化合物のスクリーニング 
 Cronobacter 属菌に対して静菌的、殺菌的に作用する抗菌性化合物を、合成培地
（BHI pH6.8）中における 37℃8 時間時点の C. sakazakii DPC 6445 の増殖抑制効
果により評価して選抜した。Table 5‐5 に供試した抗菌性化合物のリスト、分析方
法、化合物の濃度範囲および各化合物単独での MIC 値および MIC50値を示した。抗
菌性ペプチド 5 種類、有機酸 4 種類、脂肪酸 6 種類、乳化剤 12 種類のほか、グリシ
ン、EDTA、リゾチーム、トコフェロール、乳脂肪球膜（Milk Fat Globule Membrane, 
MFGM）、および LPOS の計 33 種類の抗菌性化合物を用いた。脂肪酸は水に不溶で
あるため、Tween 80 を最大 2.0%(v/v)添加した（Tween 80 を 2.0%添加した BHI 
pH6.8 は、C. sakazakii DPC 6445 の増殖を抑制しないことを事前に確認した）。 
 試験の結果、C. sakazakii DPC 6445 に対して最も強い抑制効果を示したのは、
抗菌性ペプチドであるイスラシディンで MIC 0.5%、MIC50 0.2%であった。次に抑
制効果を示したのは、プロピオン酸（MIC 0.4%、MIC50 0.3%）、酢酸（MIC 0.6%、
MIC50 0.3%）および短鎖脂肪酸であるカプリル酸（MIC 0.8%、MIC50 0.3%）とそ
のモノグリセライドであるモノカプリリン（MIC 0.3%、MIC50 0.1%）、およびモノ
カプリリンを 85%以上含有した食品用乳化剤 POEM M－100 であった（MIC 0.25%、
MIC50 0.1%）。グリシン、EDTA の MIC 値は高く、それぞれ 3%、6%であり。ラク
トフェリンで MIC 0.8%、MIC50 0.6%であった。 
一方、ナイシン A、ラクチシン 3147、および乳脂肪球膜に抑制効果は確認されな
かった。また、LPOS 単独では、C. sakazakii DPC 6445 の増殖を完全に抑制する
ことはできなかったが、LPOS 構成成分を 2 倍量とした LPOS×2 では、非添加区（対
照）と比較して 50%増殖を抑制した（MIC50 LPOS×2）。それ以外の抗菌性化合物
については、試験した濃度範囲において、C. sakazakii DPC 6445 の増殖抑制効果
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は認められなかった。 
 
5‐3‐2. 選抜抗菌剤の牛乳中におけるCronobacter属菌に対する効果とバクテリオ 
シンとの併用効果 
 5‐3‐1. でC. sakazakii DPC 6445に対する増殖抑制効果が認められた抗菌性化
合物に対して、12%（w/v）還元全脂乳中における単独の効果と、バクテリオシン（ナ
イシン A、ラクチシン 3147）との併用効果を確認した。結果を Table 5‐6 に示し
た。有機酸単独では、クエン酸や乳酸に比べて、プロピオン酸や酢酸の効果が高く、
合成培地（BHI pH6.8）と同様の結果となった。対照的に、ラクトフェリンとイス
ラシディンの抑制効果は、乳中で激減した（データ未掲載）。 
 クエン酸と乳酸は、ナイシン A、ラクチシン 3147 と併用しても、相加的な効果は
認められず、EDTA、グリシンも同様であった。 
 POEM－M100 は低濃度（0.1%, 0.2%）で乳中の C. sakazakii の増殖を抑制し、
3%以上の濃度では、検出限界以下に殺菌できた（データ未掲載）。 
 乳中の効果を試験した全抗菌性化合物の中で、プロピオン酸、酢酸、および POEM
－M100 が乳中において低濃度（0.1%）で効果があることが確認された。37℃, 8 時
間培養後の C. sakazakii の菌数は、抗菌性化合物非添加区（対照）の 7.48 log cfu/ml
に対して、0.1%濃度のプロピオン酸、酢酸および POEM－M100 の菌数は、それぞ
れ 4.36、5.84 および 6.71 log cfu/ml であった。 
 POEM－M100（0.1%, 0.2%）にプロピオン酸（0.1%）または酢酸（0.1%）、そし
てナイシン A またはラクチシン 3147 を加えた場合、POEM－M100 とプロピオン
酸または酢酸で、非添加区（対照）に比べて、それぞれ 4.1~4.6 log、3.8~4.3 log cfu/ml
菌数が減尐した。しかし、ナイシン A またはラクチシン 3147 添加による有意な効
果は認められなかった（P > 0.05）。  
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5‐3‐3. ラクトペルオキシダーゼシステムとバクテリオシンのCronobacter属菌に
対する併用効果 
      LPOSとナイシン Aまたはラクチシン 3147を組み合わせた場合は、C. sakazakii 
に対する抗菌効果が上昇した。LPOS 構成成分を 2 倍量とした LPOS×2 では、C. 
sakazakii DPC 6445 の増殖を著しく抑制した（Table 5‐6）。LPOS の構成成分の
濃度を増加しても、LPOS×2 とナイシン A （8,000AU/ml）またはラクチシン 3147 
（8,000AU/ml）以上の効果は認められなかった。また、ナイシン A およびラクチシ
ン 3147 の添加濃度が低い場合は（<5,000AU/ml）、効果が認められなかった（デー
タ未掲載）。 
 
5‐3‐4. FAO/WHO リスクアセスメントモデルによる選抜抗菌剤とバクテリオシン 
併用による Cronobacter 属菌のリスク低減効果 
5‐3‐2.、5‐3‐3.で、C. sakazakii に対する増殖抑制効果が確認された(i) POEM 
M－100 と酢酸、プロピオン酸、(ii) LPOS とナイシン A、および(iii) LPOS とラク
チシン 3147 の組み合わせを選定し、FAO/WHO リスク評価モデルの Cronobacter
属菌増殖のハイリスクシナリオ条件における Cronobacter 属菌の増殖挙動を確認し
た。Cronobacter 属菌は、C. sakazakii 10 株と C. malonaticus 1 株の混合菌を用い、
POEM M－100 とプロピオン酸または酢酸の結果を Figure 5-1, 5-2 に、LPOS とナ
イシン A またはラクチシン 3147 の結果を Figure 5-3, 5-4 に示した。 
非添加区（対照）の調乳温度 40℃および 50℃において Cronobacter 属菌は、誘
導期を経ずに急激に増加した。POEM M－100 （0.2%）と 0.1% プロピオン酸の併
用（Fig.5-1A, 5-2C）は、酢酸との併用（Fig.5-1B, 5-2D）よりも Cronobacter 属菌
の増殖を抑制した。調乳後 12 時間後の菌数で比較すると、POEM M－100 とプロピ
オン酸併用することにより、Cronobacter 属菌の増殖を約 1/100 に抑制することが
できた（40℃調乳：対照 8.3×107cfu/ml、0.2% POEM M－100＋0.1%プロピオン酸 
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7.24×105cfu/ml ）（50℃調乳で、対照 7.88×107cfu/ml、0.2% POEM M－100＋0.1%
プロピオン酸 3.16×105cfu/ml）。 
LPOS とバクテリオシンの組み合わせにおける調乳後 12 時間後の菌数は、LPOS
（×2）とナイシン A で、LPOS（×2）単独よりも 40℃調乳で 4 log cfu/ml（Fig. 5-3A
［40℃］）、50℃調乳で 2.3log cfu/ml の増殖抑制が確認され（Fig. 5-4C［50℃］）、
LPOS（×1, ×2）とラクチシン 3147 の併用では、調乳後 12 時間まで Cronobacter
属菌は検出限界以下となり、相乗的な殺菌効果が確認された（Fig. 5-3B［40℃］、
Fig. 5-4D［50℃］）。 
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TABLE 5-5.　List, range, and source of putative antimicrobial agents tested and method of assessment of growth used to
determine their antimicrobial effect against Cronobacter sakazakii  DPC 6445, and the minimum inhibitory concentrations
(MICs) and MIC50s values obtained.
 Group Compound
a
Method
b Range tested MIC50 MIC
 Antimicrobial  Nisin A PC   1000-20,000AU NE
c NE
 Peptides  Lacticin 3147 PC   1000-20,000AU NE NE
 
Lactoferrin MP   0.25-1.0% 0.6% 0.8%
 
Glyco-macropeptide MP   0.25-1.0% NE NE
 
Isracidin MP   0.03-5.0% 0.2% 0.5%
 Organic  Sodium acetate MP   0.5-1.0% 0.3% 0.6%
 Acid/Salt  Sodium lactate MP   0.05-10.0% 3.0% 8.0%
 Sodium propionate MP   0.05-1.0% 0.3% 0.4%
 Sodium citrate MP   0.1-10.0% 5.0% >10.0%
 Fatty Acid  Caprylic acid PC   0.05-1.0% 0.3% 0.8%
 Capric acid PC   0.05-1.0% 0.5% NE
 Lauric acid PC   0.0125-0.025% NE NE
 Oleic acid PC   0.5% NE NE
 Linoleic acid PC   1.0% NE NE
 α-Linoleic acid PC   0.5% NE NE
 Fatty Acid Ester Sucrose fatty acid ester
L-595  (Lauric acid)
MP   0.0125-0.025% NE NE
  (Emulsifier) Sucrose fatty acid ester
L-1695 (Lauric acid)
MP   1.0% NE NE
Sucrose fatty acid ester
P-1695 (Myristic acid)
MP   0.5% NE NE
Sucrose fatty acid ester
P-1670 (Palmitic acid)
MP   0.1% NE NE
Glycerine fatty acid ester
L-7D (Lauric acid)
MP   1.0% NE NE
Glycerine fatty acid ester
L-10D (Lauric acid)
MP   1.0% NE NE
Glycerine fatty acid ester
M-7D (Myristic acid)
MP   1.0% NE NE
 
Glycerine fatty acid ester
 M-10D (Myristic acid)
MP   0.5% NE NE
Glycerine fatty acid ester
P-8D (Palmitic acid)
PC   1.0% NE NE
Monogryceride POEM M100
(Caprylic acid)
MP   0.0625-0.25% 0.1% 0.25%
Monogryceride POEM M200
(Capric acid)
PC   0.1% NE NE
Monocaprylin (1-Octanoyl-
  rac-glycerol) (Caprylic acid)
MP   0.05-0.5% 0.1% 0.3%
 Miscellaneous Glycine MP   0.4-4.0% 1.5-2.0% 3.0%
EDTA (sodium salt) MP   0.05-1.0% 0.1% 6.0%
Lysozyme MP   0.2-5.0% NE NE
Tocopherol MP   0.0025% NE NE
Milk Fat Glouble Membrane
(MFGM)
PC   0.5-1.0% NE NE
 
Lactoperoxidase system (LPOS) MP   LOPS×1-×3 LPOS×2 NE
a
Suppliers: lacticin 3147, Moorepark Food Research Centre; Lactoferrin, Glanbia Nutritionals Ltd, Kilkenny Ireland; glycomacropeptide, 
Ara Foods Ingredients Ltd., Tokyo, Japan; Isracidin, Protein Peptide Reserch Ltd., Bridge House Farm, 184 Funtley Road, Fareham
P0156DPUK; sucrose fatty acid ester and glycerine fatty acid esters, Miitsubishi-Kagaku foods Co., Ltd., Tokyo Japan; monoglyceride,
POEM M-100, monoglyceride POEM M-200, and monocaprylin (1-octanoyl- rac -glycerol), Riken Vitamin Co., Ltd., Tokyo, Japan;
tocopherol, Dairygold Food Ingredients, Mitchlstown, Co. Cork, Ireland; Milk fat globule membrane, Fonterra Co-operative Group Ltd, 
Auckland, NZ; LPOS was composed of lactoperoxidase, potassium thiocyanate and sodium percarbonate (13-14% active oxygen, Alfa
Aesar, Ward Hill, MA).
b
Method of assessment: PC, plate count; MP, microtiter plate.
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 Control 7.48 ± 0.63
 Nisin A  8,000AU/ml 8.01 ± 0.28 0.119
 Lacticin 3147  8,000AU/ml 5.80 ± 0.95 0.042
 EDTA  0.1% 6.07 ± 1.08 0.000
 0.1% ＋ Nisin A 7.03 ± 0.16 0.246
 0.1% ＋ Lacticin 3147 6.06 ± 0.93 0.003
 0.2% 4.93 ± 0.42 0.000
 0.2% ＋ Nisin A 5.10 ± 0.24 0.000
 0.2% ＋ Lacticin 3147 3.87 ± 0.15 0.000
 Lactoperoxidase system (LPOS) LPOS×1 7.15 ± 0.19 0.390
LPOS×1 ＋ Nisin A 3.60 ± 0.04 0.000
LPOS×1 ＋ Lacticin 3147 0.95 ± 0.83 0.000
LPOS×2 5.98 ± 0.00 0.000
LPOS×2 ＋ Nisin A 0.97 ± 0.86 0.000
LPOS×2 ＋ Lacticin 3147 0.71 ± 0.68 0.000
 Propionate (sodium propionate) 0.1% 4.36 ± 0.73 0.000
0.1% ＋ Nisin A 5.65 ± 0.24 0.000
0.1% ＋ Lacticin 3147 4.06 ± 0.81 0.000
0.2% 4.36 ± 0.33 0.000
0.2% ＋ Nisin A 3.16 ± 0.41 0.000
0.2% ＋ Lacticin 3147 3.16 ± 0.41 0.000
0.3% 2.35 ± 0.92 0.000
0.3% ＋ Nisin A 2.43 ± 0.34 0.000
0.3% ＋ Lacticin 3147 2.45 ± 0.35 0.000
 Acetate (sodium acetate) 0.1% 5.84 ± 0.10 0.000
0.1% ＋ Nisin A 5.80 ± 0.09 0.000
0.1% ＋ Lacticin 3147 5.89 ± 0.02 0.000
0.2% 5.54 ± 0.56 0.000
0.2% ＋ Nisin A 5.14 ± 0.47 0.000
0.2% ＋ Lacticin 3147 5.17 ± 0.41 0.000
0.3% 5.22 ± 0.58 0.000
0.3% ＋ Nisin A 4.93 ± 0.65 0.000
0.3% ＋ Lacticin 3147 4.93 ± 0.63 0.000
 Citrate (sodium citrate) 1.0% 7.86 ± 0.06 0.320
1.0% ＋ Nisin A 7.90 ± 0.01 0.008
1.0% ＋ Lacticin 3147 7.86 ± 0.04 0.014
6.0% 6.47 ± 0.08 0.013
6.0% ＋ Nisin A 6.67 ± 0.17 0.043
6.0% ＋ Lacticin 3147 6.49 ± 0.12 0.016
 Lactate (sodium lactate) 3.0% 5.34 ± 3.65 0.397
3.0% ＋ Nisin A 5.52 ± 0.12 0.000
3.0% ＋ Lacticin 3147 6.83 ± 1.47 0.528
Alone/ｃombined with
bacteriocin
Cell no., mean(SD)
(Log CFU ml
-1
)
p valueAntimicrobial compound
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
TABLE 5-6. Final numbers of Cronobacter sakazakii  DPC 6445 grown in reconstituted whole milk powder at 37˚C for 8h in the
presence of a range of antimicrobial compounds in combination with nisin A or lacticin 3147 at 8,000 AU ml
-1
 and in the presence
of POEM M-100 in combination with acetate and propionate.
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TABLE 5-6. Continued 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Glycine 0.5% 7.98 ± 0.05 0.002
0.5% ＋ Nisin A 7.91 ± 0.05 0.006
0.5% ＋ Lacticin 3147 7.94 ± 0.01 0.004
1.0% 6.53 ± 0.14 0.019
1.0% ＋ Nisin A 7.35 ± 0.12 0.742
1.0% ＋ Lacticin 3147 7.06 ± 0.59 0.294
1.5% 4.57 ± 0.16 0.000
1.5% ＋ Nisin A 5.81 ± 0.19 0.000
1.5% ＋ Lacticin 3147 5.72 ± 0.33 0.000
2.0% 1.30 ± 0.00 0.000
2.0% ＋ Nisin A 1.65 ± 0.60 0.000
2.0% ＋ Lacticin 3147 1.65 ± 0.61 0.000
 POEM M-100 0.1％ 6.71 ± 0.99 0.082
0.1％ ＋ Nisin A 6.55 ± 0.76 0.030
0.1％ ＋ Lacticin 3147 6.55 ± 0.79 0.031
0.2% 6.26 ± 1.36 0.014
0.2% ＋ Nisin A 6.19 ± 1.19 0.008
0.2% ＋ Lacticin 3147 6.26 ± 0.98 0.008
0.1% POEM M-100 + 0.1% propionate 3.35 ± 0.14 0.000
＋ Nisin A 3.24 ± 0.22 0.000
＋ Lacticin 3147 3.23 ± 0.20 0.000
0.2% POEM M-100 + 0.1% propionate 2.83 ± 0.16 0.000
＋ Nisin A 2.63 ± 0.26 0.000
＋ Lacticin 3147 2.55 ± 0.24 0.000
0.1% POEM M-100 + 0.1% acetate 3.62 ± 0.06 0.000
＋ Nisin A 3.47 ± 0.12 0.000
＋ Lacticin 3147 3.48 ± 0.10 0.000
0.2% POEM M-100 + 0.1% acetate 3.09 ± 0.04 0.000
＋ Nisin A 3.05 ± 0.07 0.000
＋ Lacticin 3147 3.06 ± 0.07 0.000
Antimicrobial compound
Alone/combined with
bacteriocin
Cell no., mean(SD)
(Log CFU ml
-1
)
p value
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
Alone
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FIGURE 5-1. Effect of POEM M-100, combined with propionate or acetate, on the growth 
of Cronobacter spp. in infant formula rehydrated at 40˚C under the high-risk scenarios for 
invasive infant Cronobacter infections. The temperature of distilled water used to rehydrate 
powder infant formula was 40˚C ([A] propionate, [B] acetate). 
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FIGURE 5-2. Effect of POEM M-100, combined with propionate or acetate, on the growth 
of Cronobacter spp. in infant formula rehydrated at 50˚C under the high-risk scenarios for 
invasive infant Cronobacter infections. The temperature of distilled water used to rehydrate 
powder infant formula was 50˚C ([C] propionate, [D] acetate). 
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FIGURE 5-3. Effect of LPOS and nisin A or lactisin 3147 on the growth of Cronobacter spp. 
in infant formula rehydrated at 40˚C under the high-risk scenarios for invasive infant 
Cronobacter infections. The temperature of distilled water used to rehydrate powder infant 
formula was 40˚C ([A] nisin A, [B] lacticin 3147). 
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FIGURE 5-4. Effect of LPOS and nisin A or lactisin 3147 on the growth of Cronobacter spp. 
in infant formula rehydrated at 50˚C under the high-risk scenarios for invasive infant 
Cronobacter infections. The temperature of distilled water used to rehydrate powder infant 
formula was 50˚C ([C] nisin A, [D] lacticin 3147). 
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第４節 考察 
  
乳幼児は、免疫系の発達が未熟で感染に罹患しやすいため、主食として毎日大量
に摂取する育児用調製粉乳の安全性確保は何よりも優先して取り組まなければなら
ない緊急且つ重大な課題である。Cronobacter 属菌による感染は、2008 年までに世
界で約 120 例の報告があり、育児用調製粉乳を介した感染例が散見される。
Cronobacter 属菌は、乳幼児のみならずどの世代にも感染が起こるが、1 歳未満の乳
児において感染リスクが高く、その中でも、新生児（生後 28 日以内）、月数が満た
ないで出産した未熟児、低出生体重児、免疫不全児のリスクは特に高く、感染した
ときの症状が重篤で、死に至る可能性がある。 
育児用調製粉乳への Cronobacter 属菌の汚染を防止し、製品の安全性を保証でき
れば、消費者の製品に対する不安は一掃されるが、現在の製造工程で、環境中に幅
広く棲息する Cronobacter 属菌を排除するのは技術的に困難である。また、原材料
由来の汚染や、装置表面の汚染、殺菌後の噴霧乾燥工程、充填工程の二次汚染が潜
在しており、育児用調製粉乳中には低率ではあるが微量に Cronobacter 属菌が混在
している可能性がある。さらに、家庭や病院新生児室での不適切な取扱いにより
Cronobacter 属菌の汚染や増殖のリスクが高まる。Cronobacter 属菌の世代時間は
22℃で 37 分～44 分 146)、37℃で 19 分～22 分 147)との報告があり、調乳から授乳ま
での温度・時間の関係によっては感染リスクが増大する。そこで本章では、
Cronobacter 属菌に対して静菌的、殺菌的に機能する抗菌性物質を育児用調製粉乳
中に添加し、混入した Cronobacter 属菌の調乳（還元）、保管、授乳中の増殖を抑制
する微生物学的ハードルを付与することを目的に研究を行った。 
第 1 ステップとして、合成培地（BHI pH6.8）中における抗菌性物質単独の効果
を確認し、一次的なスクリーニングを行った。第 2 ステップとして、乳中における
抗菌性物質単独の効果、バクテリオシン（ナイシン A、ラクチシン 3147）やその他
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抗菌性物質との併用効果を検証した。その結果、カプリル酸のモノグリセライドと
プロピオン酸の相加効果と、LPOS とナイシン A またはラクチシン 3147 の相乗効
果が確認された。短鎖脂肪酸と有機酸の組み合わせによる抗菌メカニズムはまだ未
解明であるが、標的細菌の細胞壁に作用すると推察されている 148～151)。育児用調製
粉乳の抗菌剤としてカプリル酸を使用することは、母乳由来の天然物であるいう利
点があり 152, 153)、米国食品医薬品局（U.S. Food and Drug Administration：FDA）
より一般に安全と認められる（Generally Recognized As Safe：GRAS）として食品
添加物に認可されている（21 CFR 184, 1025154)）。また、育児用調製粉乳のコーデ
ックス規格では、モノグリセライドおよびジクリセライドの最大含有量を 0.4%と規
定している 155)。本研究で、C. sakazakii を検出限界以下まで殺菌するには、モノカ
プリリン（POEM M－100）濃度が 0.3%(w/v)以上必要であることが確認されたが、
プロピオン酸と併用することで、より低濃度の 0.2%(w/v)で 50℃調乳時の
Cronobacter 属菌の増殖を静菌的に抑制できることが示唆された。 
 LPOS は、母乳に含有する成分を主体としている乳の天然の殺菌システムで、国
際酪農連盟（International Dairy Federation：IDF）が、発展途上国における生乳
輸送時の保存方法として推奨している 156, 157)。以前の研究で、LPOS がサルモネラ
を含むグラム陰性菌に抗菌効果があることが実証されている 158, 159)。また、LPOS
の殺菌メカニズムは、細胞内酵素のスルフヒドリル基（SH 基）の不活化や酸化によ
るタンパク質の不活化によると考えられている。乳タンパク質には SH 基が存在す
るが、乳成分による阻害を受けることなく、標的細菌に作用したと考えられる 160)。
本研究において、LPOS はナイシン A またはラクチシン 3147 と併用することで、
37℃, 8 時間培養における C. sakazakii DPC 6445 の増殖を抑制することができた。
特に LPOS とラクチシン 3147 との組み合わせは、FAO/WHO のハイリスクシナリ
オ条件における調乳後 12 時間まで Cronobcter 属菌を検出限界以下（< 1cfu/ml）に
まで抑制することができた。ナイシン A はラクチシン 3147 に比べて LPOS との相
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乗的な効果を示さなかったが、その理由として、ナイシン A は中性 pH 付近（育児
用調製乳は pH6.4～6.8）での溶解性が低く 161)、溶解性の高いラクチシン 3147140)
に比べて標的細菌に対する抗菌活性が低いことが挙げられる。 
 以上、本研究で得られた結果より、プロピオン酸とモノカプリリン（POEM M－
100）、または LPOS とラクチシン 3147 の Cronobacter 属菌に対する制御効果は、
育児用調製粉乳の安全性向上に対して有用であることが示唆された。 
育児用調製粉乳の調乳から授乳までの不適切な取扱いによる細菌汚染や液温上昇
を考慮すると、感染リスクの低減には、Cronobacter 属菌に対して静菌的、好まし
くは殺菌的な効果を示す抗菌素材の添加が強く望まれる。しかし、育児用調製粉乳
の成分規格はコーデックス規格により厳しく規定されており、原材料の種類や添加
量は制限される。現在のところ、育児用調製粉乳へのプロピオン酸の添加は許容さ
れていないが、プロピオン酸は天然の食品添加物として広く普及しており 162)、LPOS
は、FAO/WHO が生乳中の微生物の増殖を抑制する手段として利用を促進している。
FAO/WHO が実施した LPOS のヘルスリスクに関する調査では、コーデックスガイ
ドラインが提示した使用量は、ヒトに健康被害を起こすほどの毒性はないが、ヨー
ド欠乏症者のヨウ素代謝に悪影響を及ぼす可能性があるとされる 163)。ラクトペルオ
キシダーゼは熱感受性の酵素であり、72℃以上で酵素活性が低下し、80℃で完全に
失活するが 164,165)、育児用調製粉乳の調乳温度は中温域の 40℃～50℃であるため酵
素活性を維持できる。また、LPOS とラクチシン 3147 の併用は、Cronobacter 属
菌制御だけでなく、高温水調乳時のビタミン C 等の栄養成分の変化や火傷の問題を
解決することが期待できる。 
現在日本では、育児用調製粉乳を介した Cronobacter 属菌感染症を予防する手段
として、調乳段階で 70℃以上の高温度水を使用することを推奨している。これは、
厚生労働省が FAO/WHO のガイドラインに基づき通知したもので、母子手帳や市販
製品のパッケージには、「水道水やボトルドウォーターを沸騰させ、70℃に冷却して
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調乳する」よう記載されている。2005 年に厚生労働科学研究班が、調製粉乳メーカ
ーの製造工程の確認と衛生管理の徹底に関する注意喚起を行ったが 166)、乾燥食品の
無菌化は技術的に困難であり、特に製造工程の衛生管理だけでは製品の安全性を確
保するのが難しく、調乳段階での Cronobacter 属菌不活化のための高温処理に頼ら
ざるをえないのが現状である。 
70℃以上の高温水による調乳は、コーデックスが育児用調製粉乳の規格基準を設
定するまでのオプションで、2008 年に Table 5‐7 に示す微生物基準が設定されて
いる。病原微生物として Cronobacter 属菌とサルモネラ、工程の指標菌として一般
生菌数と腸内細菌科菌群の基準が設定されており、Cronobacter 属菌については、
「10g を 30 回採取し、その検査結果の全てが陰性でなければならない」という基準
がある。製造者には基準値だけではく作業面においてもたいへん厳しい微生物基準
で、製造ロット毎に実施する日常の微生物検査（出荷検査）としてはとても現実的
ではない。安全性を担保した製品を消費者に提供できない理由はここにあると言え
る。 
海外では Cronobacter 属菌の大量汚染による製品リコールが尐なくとも 3 件発生
しており、製品自体に Cronobacter 属菌に対する抗菌性を付与することも今後重要
になると思われる。本研究で効果が示されたモノカプリリン（POEM M‐100）や
バクテリオシン（ナイシン A およびラクチシン 3147）の安全性評価、特に腸内フロ
ーラーの影響について今後さらに調べていく必要性があると考えられる。 
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TABLE 5-7. Microbiological criteria for infant formula adopted by Codex 
Alimentarius 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Codex Alimentarius Commission.(2008) 
144)
 
 
Criteria for pathogenic microorganisms
Microorganisms N c m M Class Plan 
b
Cronobacter  species 
a
(Enterobacter sakazakii )
30 0 0/10g
Not
applicable
2
Salmonella 60 0 0/25g
Not
applicable
2
Where n  = number of samples that must conform to the criteria: c  = the maximum allowable number of
defective sample units in a 2-class plan. m = a microbiological limit which, in a 2-class plan, separates good
quality from defective quality.
a
 The mean concentration detected is 1cfu in 340g (if the assumed standard deviation is 0.8 and probability
of detection is 95%) or 1cfu in 100g (if the assumed standard deviation is 0.5 and probability of detection is 99%)
b
 The mean concentration detected is 1cfu in 526g (if the assumed standard deviation is 0.8 and probability
of detection is 95%)
Criteria of process hygiene 
Microorganism N c m M Class Plan
＊
Mesophilic aerobic bacteria 
C 5 2 500/g 5,000/g 3
Enterobacteriaceae 
d 10 2 1/10g
Not
applicable
2
Class plan
*：Microorganisms in Foods 7 145)
Where n  = number of samples that must conform to the criteria: c  = the maximum allowable number of
defective sample units in a 2-class plan or marginally acceptable sample units in a 3-class plan:  m = a
microbiological limit which, in a 2-class plan, separates good quality from defective quality or, in a 3-class
plan, separates good quality from marginally acceptable quality: M  = a microbiological limit which, in a 3-
class plan, separates marginally acceptable quality from defective quality.
c
 The proposed criteria for mesophilic aerobic bacteria are reflective of Good Manufacturing Practices and
do not include microorganisms that may be intentionally added such as probiotics. Mesophilic aerobic 
counts provide useful indications on the hygienic status of wet processing steps. Increases beyond the 
contamination due to leaks in plate-heat exchangers.
d
 The mean concentration detected is 1cfu in 16g (if the assumed standard deviation is 0.8 and probability
of detection is 95%) or 1cfu in 10g (if the assumed standard deviation is 0.5 and probability of detection is 99%)
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総括
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 消費者の食の安全・安心に対する意識の高まりにより、食品に対する要求は高度
化している。食品の微生物危害からの安全を求めるには、超高温での加熱殺菌や高
塩濃度などの濃い味付け、食品保存料の利用が好ましいが、消費者の安全志向、自
然志向および健康志向の機運が高まる中、高い塩分含量、過度の加熱殺菌や化学的
に合成された食品保存料の使用は敬遠される傾向にある。そのような中、我々が長
期にわたって安全に食してきた生物由来の抗菌作用を有する天然抗菌物質（バイオ
プリザバティブ）を活用して、危害食品微生物を制御しようとする「バイオプリザ
ベーション」技術に期待が寄せられている。 
 バイオプリザバティブとして最も注目されているものに乳酸菌の一部が生産する
抗菌物質「バクテリオシン」がある。バクテリオシンは、熱安定性に優れ、無味無
臭で食品フレーバーに影響を与えないなど食品添加剤としての優れた特徴を持ち合
わせている。わが国では、2009 年 3 月に Lactococcus lactis subsp. lactis 由来のバ
クテリオシン「ナイシン A」が食品添加物に指定され、幅広い食品群への利用が期
待されている。 
本研究では、ナイシン A を中心とする乳酸菌起源バクテリオシンの食品産業に対
する利用性の向上を目的として、乳および乳製品の品質、安全に深く係わる微生物
を対象にリスク評価手法の開発や微生物学的制御について検討した。また、実用的
な視点でバクテリオシン含有素材の開発研究を行った。 
 
１. 乳製品におけるナイシン A 添加による微生物制御 
 わが国のナイシン A 添加対象食品である「洋菓子」に相当するチルドプリンに焦
点を当て、添加するナイシン A の製造適性、食品成分と抗菌効果の関係、賞味期限
延長の効果、および殺菌条件緩和による風味品質の向上について、実用的な視点で
検証実験を行った。 
 実験に使用するチルドプリンは、日本国内で市販されているチルドミルクプリン
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（以下、プリン）の固形分、脂肪分を参考に原材料と配合量を決定した。脂肪分は
5.0%（乳脂肪分 1.5%）、7.5%（乳脂肪分 2.4%）とした。ナイシン A の濃度は、「洋
菓子」の使用上限量 6.25mg/kg（250 IU）以下の 4 段階濃度（40 IU, 80 IU, 120 IU
および 250 IU）を設定した。加熱殺菌条件は、日本国内で広く普及している 130℃
3 秒加熱殺菌とし、パイロットスケールの連続式加熱殺菌機を用いて抗菌活性を評価
した。その結果、プリン（pH7.04）の 130℃3 秒殺菌条件下でナイシン A の耐熱性
が確認された。本成果は、超高温瞬間殺菌（Ultra-pasteurization）で初めての報告
であり、中性 pH 付近の他のチルドデザートへの展開が期待できると考えられた。 
つぎに、ナイシン A の保存性を確認した。国内の流通、販売、保存時の温度上昇
を考慮して 15℃での保存試験を実施した結果、4 週間活性が維持され、以降の活性
の減尐は、中性 pH による分解促進が原因と推察されるが、プリンの一般的な賞味
期限は 2～3 週間程度であるため、標的微生物の増殖を抑制することができれば、保
存料として使用することは十分可能と考えられる。 
 ついで、プリンや生乳から分離された Bacillus 属と Paenibacillus 属の 3 菌株を
用いて微生物接種試験を行った。ナイシン A に対して最も抵抗性を示す B. 
thuringiensis B-1695 の 15℃の増殖挙動を基に、腐敗変敗が発生する推定菌量
107cfu/g に達する日数に安全率 0.7 を乗じて微生物学的賞味期限を算出した。その結
果、脂肪分 5.0%では 40 IU で 13 日、80 IU で 18 日、120 IU, 240 IU では 29 日以
上、脂肪分 7.5%では 40 IU で 5 日、80 IU で 11 日、120 IU で 18 日、240 IU では
29 日以上となり、ナイシン A 非添加区の賞味期限 3 日と比べると、ナイシン A 添加
により賞味期限を数倍以上延長できることが示唆された。 
最後に、ナイシン A との併用による殺菌条件の緩和と風味品質の向上性について
検討した。殺菌温度を 100℃、110℃および 120℃に緩和して、原料由来の一次汚染
菌の増殖挙動を確認した。その結果、ナイシン A を 120 IU 以上添加した場合に菌
は検出されなかったが、40 IU および 80 IU 添加の 110℃および 110℃殺菌プリンか
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ら、好気性芽胞形成細菌である B. cereus, Brevibacillus parabrevis および
Brevibacillus agri が検出された。微生物学的な品質、安全性を確保するためには、
ナイシン A を 120 IU 以上添加するのが望ましいと考えられた。 
つぎに、100℃、110℃、120℃または 130℃で殺菌したプリンの風味品質を、官
能検査と機器分析により評価した。専門パネル 15 名を対象に実施した官能検査にお
いて、110℃殺菌は「ミルク風味」と「濃厚感」が、120℃殺菌は「ミルク風味」が
130℃殺菌に比べて有意に強く、総合評価に反映された。G/C MS による香気成分分
析では、殺菌温度を緩和することで、加熱に由来するタンパク質からの硫黄化合物、
乳脂肪からのメチルケトン類およびメイラード反応によるフラン類の生成を抑制で
きることが示唆された。 
以上の微生物学的および理化学的品質評価により、プリンにナイシン A を 120 IU
以上添加することで、130℃殺菌プリンと同等の微生物学的品質を確保しつつ、「ミ
ルク感」や「濃厚感」の向上を実現可能な 110℃、120℃に殺菌温度を緩和できるこ
とが明らかになった。 
 
２．ESL 飲用乳における腐敗変敗菌の定量的リスク評価とナイシン A の使用
効果 
Extended Shelf Life（ESL）製法で製造したチルド飲用乳（以下、ESL 飲用乳）
の腐敗変敗菌の定量的リスク評価手法の開発を行い、ナイシン A 添加時のリスク低
減効果を定量評価した。 
ESL 技術の導入により、チルド飲用乳の微生物学的品質が向上し、従来のチルド
飲用乳に比べて賞味期限が 2～3 倍延長している。しかしながら、ESL 飲用乳は原
材料由来の耐熱性菌や包材・環境由来の二次汚染菌の混入は皆無とはいえず、確率
は低いものの従来のチルド飲用乳と同様の微生物汚染リスクが潜在する。無菌性を
保証できない ESL 飲用乳は、冷蔵流通、保存を通じて賞味期限内の品質を保証する
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設計になるが、製品の「腐敗変敗リスク」を低減するには、その存在を前提に、リ
スクを科学的に評価し、得られた結果に基づきフードチェーンの各段階で腐敗変敗
対策を効果的に実施していく必要がある。 
 そこで FAO/WHO 合同微生物学的リスク評価専門家会合のリスク評価手法を参
考に、宅配ルート販売の ESL ビン飲用乳をモデルにリスク評価モデルを作成した。 
第 1 ステップとして、ESL ビン飲用乳から分離された腐敗変敗菌を形態的、生化
学的性質に基づいた簡易分類法により 6 菌群（A：芽胞形成細菌、B：水棲細菌、C：
腸内細菌科菌群、D：非発酵性グラム陰性桿菌、E：乳酸菌以外のグラム陽性菌、お
よび F：乳酸菌）に分類した。第 2 ステップとして、各菌群の高検出菌を用いて温
度変動に対応可能な増殖予測モデルを作成した。第 3 ステップとして、消費時点の
腐敗変敗リスクの定量化を行った。リスク評価モデルに定義した不確実要因のモン
テカルロシミュレーションを 100 万回実行し、消費時点で ESL ビン飲用乳に含まれ
る腐敗変敗菌 A～E 菌群の菌数分布を得た。その結果、腐敗変敗が発生する確率は、
2.3ppm と推定された。 
つぎに、各関連要因の影響度を推定する感度分析を行い、影響度の大きい順に「C
菌群（腸内細菌科菌群）による製品汚染」「顧客が宅配受箱から製品を受け取る時間
（蓄冷剤のない受箱に放置される時間）」、「軒先下ろし時間」という推定結果を得た。
また、ナイシン A を 40 IU 添加することで A 菌群（芽胞形成菌）の増殖を抑制でき、
消費時点の腐敗変敗率が 0.7ppm 減尐すると推定された。 
 わが国の食品衛生法では、ナイシン A を飲用乳に添加することは現時点で禁止さ
れているが、海外ではナイシン A の対象食品が指定されていない国や、液体乳製品
の保存料として実際に使用されている国が存在する。飲用乳の腐敗変敗菌制御にナ
イシン A は有効であるが、一方で、C 菌群（腸内細菌科菌群）の増殖促進が確認さ
れた（C 菌群の腐敗変敗率が 0.2ppm 上昇）。その原因は未だ解明されていないが、
ナイシン A 産生菌の代謝産物がグラム陰性菌の増殖に寄与したものと推察された。
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飲用乳の腐敗菌制御にナイシン A の使用を検討する場合は、対象飲用乳の汚染実態
（汚染率、汚染菌種）を明らかにし、ナイシン A 感受性および非感受性菌に対する
効果と最終リスクへの寄与度を総合的に判断して決定する必要があると考えられた。 
 
３．乳製品に添加するナイシン A 素材の工業的調製法の確立 
 乳製品に添加するナイシン A 素材の工業的調製法について検討した。食品の保蔵
性向上を目的にナイシン A を利用する場合は、一般にナイシン A 製剤を購入し、販
売国で独自に設定されている使用基準（対象食品と添加量）に従って食品に添加す
る。日本国内では、数社がナイシン A 製剤を「ナイシンまたはナイシン製剤」とし
て販売しているが、すべて海外輸入品であり、その相場価格は 4 万円～7 万円/kg と
食品添加物としては極めて高額で、食品に広く普及させるための障害になっている。
利益率の低い乳製品においては、腐敗微生物制御を目的に高額のナイシン A 製剤を
添加するのは現実的に厳しく、より安価で乳製品に添加可能なナイシン A 素材の開
発が望まれる。そこで、乳製品の風味や物性などの理化学的品質に適合したナイシ
ン A 素材を、安価に大量調製する方法の検討を行った。 
初めに、ナイシン生産能力を有する L. lactis 株を株式会社明治の乳酸菌ライブラ
リーの中からスクリーニングした。M17 培地培養上清の抗菌活性（Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002Tを指示菌とする寒天拡散法で評価）とナ
イシン前駆体構造遺伝子の塩基配列から、ナイシン A およびナイシン Z の高生産株
としてそれぞれ L. lactis subsp. lactis OLS 3935 株および 3996 株を選抜した（両株
の生産する抗菌性物質は、プロテアーゼ感受性が認められたためタンパク質性のバ
クテリオシンである。また、ナイシン A 生産菌には以降、 L. lactis subsp. lactis OLS 
3935 を用いた） 
つぎに、工業的な実生産を想定して、ナイシン A 生産菌のスターター開発を行っ
た。培地組成をスキムミルク 8.0%（w/w）、乳糖 4.5%（w/w）、酵母エキス 1.0%（w/w）
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とし、30℃で pH6.5 の中和培養を行うことにより、約 109cfu/ml の高濃度菌体が得
られた。さらに、その培養液を高せん断ミキサーで 3 回処理して遠心分離を行った
結果、濃縮倍率 13.7 倍（約 1011cfu/ml）の濃縮スターターを調製することができた。 
 本濃縮スターターを 10%, 20%および 30%（w/w）スキムミルクに 0.1%（w/w）
接種して、ナイシンの効率生産に最適な 30℃で培養した。スキムミルク濃度 20%お
よび 30%の方が 10%よりは定常期の菌数、抗菌活性（10%スキムスキムミルク濃度
に換算して評価）ともに高いことが分かった（抗菌活性は培養 6時間で 40,960 AU/ml、
培養 16 時間で 26,214,400 AU/ml）。培養液をナイシン含有乳素材の噴霧乾燥粉と凍
結ペレットに加工して、最終品の抗菌活性測定と香気成分分析を実施した。噴霧乾
燥した場合（ナイシン含有脱脂粉乳）、抗菌活性が 1/5～1/16 に減尐した。ドライヤ
ー供給時に液温が 80℃以上に上昇し、回収後も暫くは高温状態にあることから、ナ
イシンの加熱変性により抗菌活性が低下したと推察された。培養液を液滴化して液
体窒素で凍結した場合（ナイシン含有脱脂乳凍結ペレット）は、抗菌活性に変化は
認められなかった。ナイシン含有脱脂粉乳およびナイシン含有脱脂乳凍結ペレット
は、発酵生成物由来の 2－ブタノンが顕著に増加しており、それが僅かに感知される
オフフレーバーの原因の一つと考えられた。乳酸菌特有の香気成分を許容できる製
品への添加もしくは、新たな付加価値として抗菌力とフレーバーを同時に付与でき
る素材としての利用が期待された。 
  
４．バクテリオシンによる育児用調製粉乳の Cronobacter 属菌の生育制御 
育児用調製粉乳を介した感染症原因菌に対するバクテリオシンの応用研究を行っ
た。Cronobacter 属菌は、育児用調製粉乳を介した感染例が数多く報告されている
日和見感染菌である。育児用調製粉乳への Cronobacter 属菌の汚染は、製造工程に
よるものと溶解調整時に使用するスプーンやブレンダー、もしくは環境や人を介し
た汚染が指摘されている。Cronobacter 属菌は、自然環境に幅広く分布する環境菌
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であるため、現在の製造技術で完全に排除することは難しく、調乳段階で 70℃以上
の高温水を使用することで殺菌し、本属菌による感染リスクを低減している。しか
し、この場合、熱に感受性の栄養成分の変化や熱湯を使用することによる火傷の危
険性があるため、育児用調製粉乳に抗菌性を付与し、調乳・保管・授乳時のあらゆ
る場面に対応できる安全な製品が望まれる。そこで、Cronobacter 属菌を静菌的、
殺菌的に抑制できる食品添加可能な抗菌剤を、乳酸菌バクテリオシンを中心に探索
し、育児用調製粉乳の調乳、保管時の取扱いや授乳時に発生する Cronobacter 属菌
の増殖リスクを低減するための方策を提案することとした。 
 第 1 ステップとして、合成培地（BHI pH6.8）中における抗菌性物質単独の効果
確認し、一次的なスクリーニングを行った。また、第 2 ステップとして、抗菌性物
質の乳中における単独効果、バクテリオシン（ナイシン A、ラクチシン 3147）やそ
の他抗菌性物質との併用効果を検証した。その結果、カプリル酸のモノグリセライ
ド（モノカプリリン）とプロピオン酸の相加効果と、ラクトペルオキシダーゼシス
テム（LPOS）とナイシン A またはラクチシン 3147 の相乗効果が確認された。短鎖
脂肪酸と有機酸の組み合わせによる抗菌メカニズムはよく知られておらず、標的細
菌の細胞壁に作用する可能性が推察された。LPOS の殺菌メカニズムは、細胞内酵
素のスルフヒドリル基（SH 基）の不活化や酸化によるタンパク質の不活化によると
考えられており、乳タンパク質には SH 基が存在するが、乳成分による阻害を受け
ることなく、標的細菌に作用したと考えられた。 
最後に FAO/WHOが調査した中で最もリスクが高い条件で抗菌剤の評価を行った
ところ、LPOS とラクチシン 3147 との組み合わせは、調乳後 12 時間まで
Cronobacter 属菌を検出限界以下にまで抑制することができた。ナイシン A はラク
チシン 3147 に比べて LPOS との相乗的な効果を示さなかった。その理由として、
ナイシン A は中性 pH 付近（育児用調製乳は pH6.4～6.8）での溶解性が低く、溶解
性の高いラクチシン 3147 に比べて標的細菌に対する抗菌活性が低いためと考えら
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れた。 
 以上の結果より、プロピオン酸とモノカプリリン、または LPOS とナイシン A お
よびラクチシン 3147 の Cronobacter 属菌に対する制御効果が示唆され、育児用調
製粉乳の安全性向上を目的に、これら化合物を添加利用する有意性が明らかになっ
た。 
 
 食品産業における微生物危害は、食中毒菌による健康被害だけでなく、食品の品
質を务化させる腐敗菌によっても発生し、食品関連企業への経済的損失も非常に大
きい。食品産業でナイシン A などのバクテリオシンを最大限に活用するには、食品
の原材料に混入する微生物、または製造環境中で汚染する微生物を対象に加え、バ
クテリオシン添加による微生物制御効果および経済効果（費用対効果）を明確にす
る必要がある。本研究により得られた知見は、乳および乳製品の品質改善や安全性
向上を目的としたバクテリオシンの利用可能性を拡げるだけでなく、食品製造業者
がバクテリオシンを添加利用する際のアプローチ方法を提供できるものと考えてい
る。 
 食品添加物ナイシン A は、安全性に関する科学的知見に基づいて使用基準が設定
されており、その使用基準を遵守する限りにおいて健康危害が生じることは考えに
くいとされる。「合成添加物」に対して不安を感じている消費者が数多く存在する中、
乳酸菌由来の天然抗菌物質である「ナイシン A」を積極的に活用し、より安全で高
品質な食品が提供されることを期待している。 
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